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Résumé 
Comme tous les organismes vivants, les plantes sont soumises aux variations constantes de 
l’environnement. Afin d’assurer le maintien de leur croissance et de leur développement dans ces 
conditions, les végétaux activent des réseaux de signalisation complexes faisant intervenir des 
hormones et des messagers secondaires dont l’acide abscissique et le calcium qui vont permettre la 
mise en place de réponses adaptatives. Le présent travail a pour objet l’étude de deux protéines de 
liaison au calcium à motif EF-hand chez Arabidopsis : RD20, une caléosine et CML9, une forme 
divergente de calmoduline. Ces deux gènes, induits de façon rapide et transitoire par un stress 
hydrique et par l’ABA ont fait l’objet d’une analyse fonctionnelle par génétique inverse. La majeure 
partie de ce travail, a été consacré à RD20, une caléosine « stress-spécifique » et à l’étude de son rôle 
dans les réponses des plantes au stress hydrique. L’expression du gène RD20 est limitée au système 
caulinaire et une forte expression est observée au niveau des stomates. L’utilisation de lignées 
knock-out ou sur-exprimant le gène RD20 montre que RD20 est impliquée dans les mécanismes de 
croissance, de développement et de tolérance en conditions de stress hydrique via une altération des 
mouvements stomatiques ABA dépendante. Par ailleurs, RD20 présente toutes les caractéristiques 
des péroxygénases ce qui suggère que RD20 contribue à la signalisation lipidique via la génération de 
composés de type oxylipines et/ou à l’élaboration ou à la modification de la cuticule. Enfin, la 
contribution de CML9, une calmoduline-like protéine, à la régulation des mouvements stomatiques 
est présentée. Bien que des lignées mutantes cml9 présentent une tolérance accrue au stress 
hydrique, il a été montré que CML9 n’est pas un acteur clé dans la régulation des mouvements 
stomatiques. 
 
Mots-clés : acide abscissique, Arabidopsis thaliana, calcium, caléosine, calmodulin-like protein (CML), 
croissance, développement, signalisation, stomate, stress abiotiques, stress hydrique, vésicules 
lipidiques 
 
 
  
 
 
6 
 
  
 
 
7 
 
Abstract 
Like all living organisms, plants are subjected to constant changes in their environment. To 
ensure their continued growth and development under these conditions, plants activate networks 
signaling complexes involving hormones and second messengers including abscisic acid and calcium 
that allow the establishment of adaptive responses. The present work aims to study two proteins 
calcium-binding EF-hand motif in Arabidopsis: RD20, a caleosin and CML9, a divergent form of 
calmodulin. These two genes, rapidly and transiently induced by water stress and ABA were analyzed 
using functional reverse genetics. Much of this work has been devoted to RD20, a stress-specific 
caleosin and to the investigation of its role in plant responses to water stress. The RD20 gene 
expression is limited to shoot and a strong expression occured in the stomata. The use of a knockout 
mutant line and over-expressing transgenic lines showed that RD20 is involved in the regulation of 
growth, development and tolerance to water stress conditions through an alteration of stomatal 
movements in an ABA-dependent manner. Furthermore, RD20 exhibits all features required for a 
peroxygenase suggesting that RD20 contributes to lipid signaling via the generation of oxylipin-like 
compounds and / or the development or modification of the cuticle. Finally, the contribution of 
CML9, a calmodulin-like protein in the regulation of stomatal movements is presented. Although 
cml9 mutant lines exhibit increased tolerance to water stress, it was shown that CML9 is not a key 
player in regulating stomatal movements.  
 
Keywords : abiotic stress, abscisic acid, Arabidopsis thaliana, calcium, caleosin, calmodulin-like 
protein (CML), development, drought stress, growth, signalisation, stomata, oil bodies 
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Dans leur environnement naturel, les végétaux sont soumis à un grand nombre de contraintes 
environnementales de nature biotique et abiotique qui vont influencer leur croissance et leur 
développement. Les perturbations d’ordre biotique sont imputables aux agents pathogènes et les 
stress abiotiques sont surtout induits par les composantes hydriques, salines, thermiques et 
osmotiques qui sont parties intégrantes du milieu de vie des végétaux (Figure 1.1). En production 
végétale, l’un des facteurs majeurs limitant la croissance et la production de biomasse chez les 
plantes est la disponibilité en eau et, dans les conditions naturelles, des contraintes hydriques sont 
générées non seulement par la sécheresse mais également par la salinité des sols et les basses 
températures (Casal, 2002). Ces contraintes représentent la principale cause des pertes de 
productions agricoles, devançant largement les pertes occasionnées par les organismes pathogènes. 
Les plantes répondent à ces situations de stress par de nombreux changements biochimiques et 
physiologiques qui révèlent le caractère multifactoriel des mécanismes de tolérance et d’adaptation. 
L’amélioration de la tolérance des plantes aux facteurs abiotiques de l’environnement reste donc une 
priorité dans le domaine des productions végétales et la connaissance des bases moléculaires des 
mécanismes de tolérance est un préalable nécessaire à des tentatives d’amélioration des plantes par 
les voies de la biotechnologie. 
Contrairement aux animaux qui ont la faculté de se déplacer, les plantes sont immobiles et pour 
survivre et maintenir leur croissance lorsque les conditions environnementales deviennent 
défavorables, elles doivent mettre en place des stratégies d’adaptation, souvent complexes, leur 
permettant de résister et d’achever leur cycle de développement (Casal, 2002). Face à la multiplicité 
des stress de l’environnement, les plantes doivent donc intégrer de nombreux signaux et il est 
raisonnable d’envisager l’existence de multiples « senseurs » chez les végétaux, capables de 
discriminer les différents stress perçus par la plante dans leur nature et leur intensité (pour revues 
(Xiong et al., 2002 ; Chinnusamy et al., 2004; Kaur and Gupta, 2005; De Smet et al., 2006; Zhang et 
al., 2006)). La mise en place de réponses adaptées aux stimuli repose non seulement sur l’existence 
de systèmes de perception mais également sur la présence de complexes de transduction et 
d’amplification du signal qui permettent d’intégrer et de véhiculer ces signaux jusqu’au noyau où 
s’effectuent des reprogrammations génétiques et la mise en place de réponses adaptatives (Figure 
1.1). De nombreux travaux portant sur les mécanismes d’adaptation des plantes, ont révélé des rôles 
régulateurs important assurés d’une part, par des phytohormones tels que l’acide abscissique (ABA), 
et d’autre part, par des seconds messagers intracellulaires comme le calcium, les phosphoinositides 
et les espèces réactives de l’oxygène. Ces études ont conduit à décrire de manière détaillée des voies 
de régulation dépendantes de l’ABA ou du calcium et a révélée la complexité des réseaux impliqués 
dans l’activation des mécanismes d’adaptation. 
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En réponse à un stress hydrique, de nombreux changements biochimiques et physiologiques  
interviennent comme par exemple une fermeture rapide des stomates afin de limiter les pertes 
d’eau, ou à plus long terme, la synthèse de composés permettant l’ajustement du potentiel 
osmotique ou la protection des membranes et des macromolécules (Yoshiba et al., 1997). 
L’ensemble de ces modifications résulte de la mise en place de mécanismes complexes et de 
différentes natures via l’induction ou la répression de gènes cibles. Les analyses à grande échelle du 
transcriptome ont montré qu’une réorientation massive de l’expression génique accompagne ces 
réponses. Cette reprogrammation de l’expression génique suggère la contribution d’un vaste réseau 
de régulation permettant de coordonner ces changements. Chez l’espèce modèle Arabidopsis mais 
également chez le riz, des gènes régulés de façon différentielle en réponse à de nombreuses 
contraintes environnementales de nature abiotiques ou biotiques ont pu être identifiés (Seki et al., 
2001; Bray, 2002; Fowler and Thomashow, 2002; Kreps et al., 2002; Seki et al., 2002a; Seki et al., 
2002b; Oono et al., 2003; Rabbani et al., 2003; Seki et al., 2003; Bray, 2004; Leonhardt et al., 2004; 
Takahashi et al., 2004). Ces gènes peuvent se répartir en 2 sous groupes : ceux qui présentent une 
induction rapide et transitoire et ceux induits plusieurs heures ou plusieurs jours après l’application 
du stress (Rabbani et al., 2003). De façon intéressante, parmi les gènes induits rapidement, on 
retrouve des gènes de signalisation et de régulation de l’expression génique comme des facteurs de 
transcription, des kinases, des phosphatases, des protéines de liaison au calcium, ou des protéines 
participant aux voies de signalisation lipidiques. Par contre, parmi les gènes induits plus tardivement, 
sont retrouvés des gènes codants des protéines dites de « réponse » qui sont impliquées dans le 
maintien et l’adaptation de l’homéostasie cellulaire (synthèse d’acide aminés, protéines 
chaperonnes, dehydrines/LEA, transporteurs, aquaporines) mais également des protéines impliquées 
dans la détoxication cellulaire (métabolisme des phénylpropanoides et des acides gras) (Bray, 2004). 
Les travaux présentés dans cette thèse se sont focalisés sur deux gènes d’Arabidopsis qui sont 
induits de façon rapide par de nombreuses contraintes de nature abiotique ou en réponse à 
l’application exogène d’ABA. Ces gènes sont CML9, qui code une protéine de la famille des 
calmodulines mais qui est considérée comme un forme atypique (Calmodulin-Like protein) et RD20  
qui code une protéine initialement dénommée Responsive to Dehydration appartenant à la famille 
des caléosines. Au delà du fait que ces gènes sont rapidement induits par des stimuli de 
l’environnement, ils codent des protéines capables de lier le calcium (Takahashi et al., 2000; Zielinski, 
2002) et présentent ainsi toutes les caractéristiques de protéines de signalisation. 
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Au cours de cette introduction, je présenterai successivement les données récentes sur 
l’importance de l’ABA et du calcium dans les réponses aux contraintes de l’environnement, puis je 
donnerai les raisons qui ont conduit à retenir CML9 et RD20 en vue d’évaluer leurs rôles respectifs 
dans les réponses aux stress abiotiques. 
A. L’ABA: un rôle-clé dans le développement et en réponses 
aux contraintes de l’environnement 
Les plantes synthétisent un large spectre de composés hormonaux diffusibles dont l’action 
coordonnée a pour objectif de réguler la croissance, le développement et la physiologie de la plante 
et d’adapter ces paramètres aux variations de l’environnement (Casal, 2002; Peleg and Blumwald, 
2011). Parmi ces composés, l’acide Abscissique ou ABA, une molécule dérivée des caroténoïdes, est 
un des acteurs majeurs de la signalisation dans la réponse des plantes aux contraintes abiotiques.  
1. Effets physiologiques de l’ABA sur la plante  
L’ABA est une hormone régulant de nombreux processus physiologiques chez les végétaux 
comme la germination, l’ouverture des stomates, l’initiation des racines secondaires, la régulation de 
la croissance foliaire ou encore les interactions plantes-pathogènes (Finkelstein et al., 2002; Fan et 
al., 2009; Tardieu et al., 2010) (Figure 1.2). Initialement identifié comme agent responsable de 
l’abscission des fruits, son rôle dans la réponse des plantes aux contraintes entrainant une 
déshydratation (sécheresse, stress salin, stress osmotique, froid) a été intensément étudiée ces 
dernières années (pour revues (Hubbard et al., 2010; Raghavendra et al., 2010; Fujita et al., 2011)). 
Le rôle exercé par l’ABA sur le maintien de la dormance de la graine illustre l’importance de l’ABA 
dans l’adaptation de la physiologie de la plante aux variations de paramètres de l’environnement. La 
dormance est l’un des mécanismes permettant d’inhiber la germination des graines lorsque les 
conditions extérieures ne sont pas favorables au développement de la plante (Finkelstein et al., 
2008). Au cours de la maturation de l’embryon, caractérisée par une accumulation de réserves, 
l’embryon et l’endosperme vont synthétiser de l’ABA dont l’accumulation va entrainer l’entrée en 
dormance de la graine. Le maintien de la dormance est assuré par une synthèse d’ABA constamment 
renouvelée ; l’équilibre entre bio-synthèse et catabolisme de l’ABA au niveau de la graine 
conditionne le maintien de la dormance. Parmi les signaux endogènes régulant la dormance, la 
balance entre les teneurs en ABA et en acide gibbérellique (GA) joue un rôle central dans le maintien 
ou la levée de la dormance. Cette dernière est en effet induite par une diminution de la 
concentration en ABA endogène (Finkelstein et al., 2008).   
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L’application d’ABA exogène lors de l’imbibition de la graine inhibe la germination par des 
mécanismes encore mal compris aujourd’hui, néanmoins cette capacité de l’ABA à inhiber la 
germination de graines non-dormantes est un des moyens d’identifier des mutants altérés dans leur 
sensibilité à l’ABA. De nombreux gènes impliqués dans la signalisation ABA au niveau de la graine 
mais également au niveau de la plante entière ont ainsi été isolés (Finkelstein and Somerville, 1990; 
Arroyo et al., 2003; Brocard-Gifford et al., 2004; Saez et al., 2004). On retrouve par exemple des 
gènes codants des protéines de type LEA (Late Embryogenesis Abundant), des facteurs de 
transcription, des protéines kinases et des phosphatases ainsi que de nombreux transporteurs et 
enzymes impliqués soit dans la synthèse d’osmoprotectants, soit dans le métabolisme des acides 
gras et/ou du carbone. A l’inverse, parmi les gènes réprimés par l’ABA, nombreux sont ceux qui 
participent à la croissance et au développement (Fujita et al., 2011). 
De nombreux travaux ont porté sur le rôle de l’ABA au niveau de la cellule de garde  
(MacRobbie, 1998; Assmann and Wang, 2001; Hossain et al., 2011). En effet, l’ABA est un régulateur 
majeur des mouvements stomatiques permettant de limiter les pertes en eau par évapotranspiration 
en réponse à une déshydratation (Schroeder et al., 2001a; Kwak et al., 2008) et la cellule de garde 
constitue un excellent modèle pour étudier les effets de l’ABA et pour disséquer les voies de 
signalisation associées. La fermeture du stomate résulte d’une réduction de la pression de 
turgescence au niveau des cellules gardes occasionnée par un efflux d’ions K+ et d’anions (Cl-, 
malate..) , par la conversion du saccharose en amidon, composé osmotiquement inactif et par l’efflux 
d’eau (MacRobbie, 1998). Les canaux ioniques de la cellule de garde constituent donc des acteurs 
essentiels dans le contrôle des mouvements stomatiques. La perception de l’ABA au niveau de la 
cellule de garde entraine une augmentation de la concentration cellulaire en calcium via l’activation 
de canaux calciques entrants et une activation de canaux anioniques sortants de types S (pour Slow 
Anion Channel) dont le canal SLAC1 (Sirichandra et al., 2009; Jossier et al., 2010) mais également de 
canaux anioniques de type R (pour Rapid Anion Channel) (Figure 1.3). L’efflux massif d’anions conduit 
à la dépolarisation de la membrane plasmique et à l’activation de canaux potassiques sortants dont 
le canal GORK (Becker et al., 2003; Hosy et al., 2003; Sirichandra et al., 2009) alors que 
l’augmentation de la concentration cellulaire en calcium entraine l’inactivation des canaux 
potassiques entrants (encore appelés K+ Inward Rectifiyng Channels) KAT1, KAT2 , AKT1 ou AKT2 
(Pilot et al., 2001; Leonhardt et al., 2004; Ivashikina et al., 2005; Kwak et al., 2008). L’efflux de 
potassium ainsi généré entraine une sortie d’eau et la perte de turgescence des cellules de gardes 
conduit alors à la fermeture de stomates (Schroeder et al., 2001b; MacRobbie, 2006). 
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L’ABA participe également à l’inhibition de l’ouverture stomatique, les variations de *Ca2+]cyt. 
induites par l’ABA entrainent l’inhibition de l’H+-ATPase membranaire AHA1 (Arabidopsis H+-ATPase 
1) qui constitue la principale force motrice de l’ouverture stomatique. Celle-ci participe en effet via 
l’hyperpolarisationmembranaire et l’acidification du milieu extérieur à l’activation des canaux 
potassiques entrants (KAT1, KAT2,…) et entraine une entrée d’eau qui conduit in fine à l’ouverture du 
stomate (Merlot et al., 2007; Sirichandra et al., 2009) (Figure 1.3). 
Dans la mesure où l’ABA participe aux mécanismes de fermeture des stomates, cette 
hormone joue un rôle clé dans le contrôle des échanges d’eau et de gaz via les cellules de garde et 
donc dans la fixation du CO2, dans les processus de photosynthèse et de croissance. L’ABA est en 
effet impliqué dans le contrôle de la croissance, toutefois son rôle en tant qu’agent promoteur ou 
inhibiteur de la croissance végétative et particulièrement de la croissance foliaire reste matière à 
débat et semble dépendre de l’espèce considérée (LeNoble et al., 2004; Tardieu et al., 2010). La 
pression de turgescence constitue une des forces motrices principales de l’expansion foliaire. L’ABA 
exerce un effet promoteur sur la croissance foliaire en permettant via la fermeture des stomates et 
le maintien du potentiel hydrique de la plante, d’assurer une pression de turgescence positive 
(Tardieu et al., 2010). Au travers de son action sur les aquaporines et sur l’architecture du système 
racinaire, l’ABA améliore également la conductivité hydraulique des systèmes racinaire et caulinaire 
avec comme conséquences de promouvoir la croissance foliaire (Tardieu et al., 2010). En revanche, 
comme indiqué précédemment, la fermeture des stomates induite par l’ABA conduit à réduire la 
biomasse via une réduction de l’activité photosynthétique globale. L’ABA influence également la 
croissance et l’architecture du système racinaire ; à faibles concentrations, l’ABA exerce un effet 
promoteur sur la croissance du système racinaire tout en limitant la croissance du système caulinaire 
alors qu’à de plus fortes concentrations, l’ABA exerce un effet inhibiteur sur la croissance des 
systèmes racinaire et caulinaire (Sharp et al., 2004; Fujii et al., 2007; Yamaguchi and Sharp, 2010).  
Plus récemment, il a été mis en évidence que le rôle de l’ABA ne se limite pas aux contraintes 
abiotiques. En effet, cette hormone apparaît également impliquée dans la réponse aux 
microorganismes pathogènes (Asselbergh et al., 2008; Ton et al., 2009; Cao et al., 2011). L’ABA 
exerce ainsi un effet inhibiteur sur les voies de signalisation médiées par l’acide salicylique (SA) ; 
hormone impliquée dans la mise en place des réactions de défense face à des pathogènes biotrophes 
/ hémibiotrophes ; ou sur les voies de signalisation médiées par l’acide jasmonique (JA) et l’éthylène, 
hormones impliquées dans la mise en place des réactions de défense face à des pathogènes 
nécrotrophes (Cao et al., 2011).  
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Cependant, l’ABA peut dans certains cas exercer un effet positif sur les mécanismes de 
défense en favorisant le dépôt de papille de callose ou via la fermeture des stomates en vue de 
limiter la pénétration de bactéries phyto-pathogènes comme par exemple au cours de l’interaction 
avec la bactérie Pseudomonas syringae (Mauch-Mani and Mauch, 2005). La perception de la 
flagelline, un composant du flagelle bactérien, par le récepteur FLS2 mais également la perception de 
PAMPs bactériens entrainent une fermeture des stomates dont le but est de limiter l’entrée de la 
bactérie au niveau des sites d’entrée naturels que constituent les stomates (Melotto et al., 2008b; 
Melotto et al., 2008a). 
Ces mécanismes de défense basale sont toutefois susceptibles d’être contournés, en effet la 
sécrétion de coronatine par certaines souches de bactéries entraine une inhibition de la voie de 
signalisation ABA conduisant à une réouverture du stomate et à une entrée massive du pathogène 
dans la plante (Asselbergh et al., 2008; Melotto et al., 2008a; Ton et al., 2009). L’ABA exerce ainsi un 
rôle protecteur via une stimulation des défenses basales (dépôts de callose, fermeture des stomates) 
au cours des premières étapes de l’infection, mais semble impliquée dans une réduction des 
réactions de défense médiées par les voies de signalisation acide jasmonique / éthylène et acide 
salicylique une fois que la bactérie est parvenue à contourner les défenses basales de la plante (Ton 
et al., 2009; Cao et al., 2011) (Figure 1.4).  
2. Biosynthèse et catabolisme de l’ABA 
L’ABA régule divers aspects de la croissance (germination, croissance racinaire, croissance 
globale) et conditionne la tolérance des plantes aux contraintes abiotiques et biotiques. Cependant, 
les effets de l’ABA s’exercent au travers de l’équilibre entre les différentes formes actives et inactives 
(conjuguées) de l’ABA au sein de la plante. Dans les paragraphes suivant, je présenterai les données 
connues sur la voie de biosynthèse et sur les mécanismes de dégradation de l’ABA. 
L’acide abscissique dérive de la voie de synthèse des caroténoïdes synthétisés au niveau du 
chloroplaste (Figure 1.5). La zéaxanthine est un produit issu de la cyclisation et de l’hydroxylation des 
formes de trans-lycopène via le β-carotène (Nambara and Marion-Poll, 2005). La conversion de la 
zéaxanthine en violaxanthine est catalysée en deux étapes par une activité Zéaxanthine Epoxidase 
(ZEP). Des mutants pour l’activité ZEP ont été identifiés chez de nombreuses espèces végétales dont 
Arabidopsis (ABA1) ou le riz ; ces mutants sont caractérisés par la production de graines non-
dormantes, une croissance réduite et une moins bonne capacité à retenir l’eau (Rock and Zeevaart, 
1991; Barrero et al., 2005); inversement des plantes sur-exprimant la ZEP présentent une meilleure 
tolérance au stress osmotique (Park et al., 2008).  
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La conversion des formes de violaxanthine en néoxanthines est catalysée par une 
Néoxanthine Synthase (NSY) codée par le gène ABA4 chez Arabidopsis thaliana (North et al., 2007). 
La mutation du gène ABA4 entraine une synthèse réduite de l’ABA au niveau de la plante ou de la 
graine et une incapacité à synthétiser de l’ABA en réponse au stress hydrique ce qui indique que la 
biosynthèse de l’ABA en réponse au stress hydrique dépend principalement des précurseurs de type 
néoxanthine. La conversion des formes trans de néoxanthine en cis-néoxanthine mais aussi la 
conversion des formes de trans-violaxanthine en cis-violaxanthine est vraisemblablement catalysée 
par une activité trans-cis isomérase pas encore caractérisée à ce jour (Wasilewska et al., 2008).  
La conversion de la 9’cis-violaxanthine et de la 9’-cis-néaxanthine en xanthonine, composé en 
C15, est catalysée par des enzymes appelées NCED pour Nine-cis-epoxycarotenoid dioxygenase. Chez 
Arabidopsis cette activité NCED est codée par une famille multi-génique de 9 membres dont 5 
(AtNCED2, 3, 5, 6 et 9) apparaissent impliqués dans la synthèse d’ABA en réponse au stress hydrique 
(AtNCED3) ou dans les réactions de défense (AtNCED2, 3 et 5) (Iuchi et al., 2001; Tan et al., 2003; Fan 
et al., 2009; Ikegami et al., 2009). Un mécanisme de transport de la xanthonine du chloroplaste doit 
vraisemblablement exister dans la mesure où les NCED sont des enzymes chloroplastiques et où 
l’étape suivante de la synthèse d’ABA se déroule au niveau du cytosol (Nambara and Marion-Poll, 
2005). L’ABA, forme biologiquement la plus active, est produit à partir de la cis-xanthonine via 2 
réactions enzymatiques faisant intervenir l’aldéhyde abscissique comme intermédiaire réactionnel. 
Dans un premier temps, la conversion de la xanthonine en aldhéhyde abscissique est catalysée par la 
protéine AtABA2 qui appartient à la famille des protéines de type SDR (Short-Chain 
Dehydrogenase/Reductase) (Cheng et al., 2002b). La protéine AtABA2 est codée par un gène unique 
chez Arabidopsis. La perte de fonction du gène AtABA2 entraine donc une sévère déficience en ABA 
qui entraine une croissance globale réduite et un flétrissement foliaire accéléré en réponse à la 
déshydratation (Cheng et al., 2002b). Inversement la sur-expression du gène AtABA2 entraine une 
augmentation de la teneur en ABA de la plante et  une meilleure tolérance au stress salin (Lin et al., 
2007). La conversion de l’aldéhyde abscissique en ABA est la dernière étape de la voie de biosynthèse 
de l’ABA, celle-ci résulte de l’activité oxydase de la protéine AAO3 (Abscissic Aldehyde Oxidase 3). 
Bien que quatre gènes codant ce type de protéine soient répertoriés dans le génome d’Arabidopsis 
seul le gène AAO3 semble effectivement impliqué dans la synthèse d’ABA (Seo et al., 2004). L’activité 
oxydase de la protéine AAO3 requiert la présence d’un co-facteur Molybdene (MoCo) et de l’activité 
« molybdene cofactor sulfurase » codée par le gène ABA3. La mutation du gène ABA3 entraine par 
conséquent une déficience en ABA et les phénotypes associés (insensibilité à l’inhibition de la 
germination par le glucose, une sensibilité accrue aux stress hydrique et salin…) (Xiong et al., 2001).  
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Le gène ABA3 est également impliqué dans la synthèse de l’auxine et la génération d’espèces 
réactives de l’oxygène et semble participer à la régulation de l’import des protéines chloroplastiques 
(Zhong et al., 2010).  
Le catabolisme de l’ABA repose sur 2 types de réactions particulières, une hydroxylation de 
l’ABA, possible en différents points du cycle (C-7’, C-8’ ou C-9’), ou une conjugaison de la molécule 
d’ABA ou des formes hydroxylées de l’ABA avec une molécule de glucose pour générer une molécule 
d’ABA-glucosyl-ester (ABA-GE). La molécule d’ABA hydroxylée en C-8’ (8’-hydroxy ABA), qui constitue 
la forme majoritaire d’ABA hydroxylé, est ensuite convertie en Acide Phaséique (PA) par une P450 
mono-oxygénase (CYP707A) (Saito et al., 2004). 
L’acide phaséique est lui-même transformé en Acide Dihydroxyphaséique (DPA) par une 
réductase soluble. La molécule d’ABA hydroxylée en C-9’ (9’-Hydroxy ABA) est convertie en Acide 
Néophaséique (neo PA) chez Arabidopsis mais également chez le pois ou l’oranger (Nambara and 
Marion-Poll, 2005). L’ABA-GE est la forme majoritaire d’ABA conjugué, toutefois la molécule d’ABA 
ou ses formes hydroxylées peuvent également être associées naturellement ou artificiellement à 
d’autres types de molécules, comme des esters ou des acides aminés par exemple (Kato-Noguchi and 
Tanaka, 2008; Todoroki et al., 2011). Ces formes d’ABA conjuguées constituent vraisemblablement 
une forme de stockage de l’ABA dans la mesure où celui –ci peut être directement remobilisé à partir 
des formes conjuguées via une activité -glucosidase (Kato-Noguchi and Tanaka, 2008) et certains 
travaux rapportent également le stockage de ces formes d’ABA conjuguées au niveau de la vacuole 
et suggèrent que ces dernières sont impliquées dans le transport de l’ABA à longue distance 
(Nambara and Marion-Poll, 2005).  
3. Les Récepteurs à l’ABA 
La recherche de protéines capables de fixer l’ABA est restée pendant longtemps dans 
l’impasse mais la récente découverte de différents types de récepteurs à l’ABA a élargit notre vision 
des premières étapes de la perception et de la signalisation initiée par cette hormone. L’utilisation 
d’ABA encapsulé ou encore l’application d’un pH limitant la diffusion de l’ABA dans des expériences 
de mesures d’ouverture stomatique ont permis de démonter qu’il existe différents sites de 
perception de l’ABA localisés à l’extérieur mais également à l’intérieur de la cellule (Anderson et al., 
1994; MacRobbie, 1995; Leung and Giraudat, 1998; Jeannette et al., 1999). 
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L’une des premières protéines capable de lier l’ABA, ABAP1 pour ABA Binding Protein 1 a été 
isolée à partir d’aleurone d’orge en vertu de sa capacité à fixer un anticorps anti-idiotypique de 
l’ABA; la recherche chez Arabidopsis de protéines homologues à ABAP1 a conduit à l’identification de 
la protéine FCA (Flowering Locus A) une RNA-binding protein impliquée dans le contrôle de la 
floraison (Razem et al., 2006). Les tentatives visant à confirmer la capacité de la protéine FCA à fixer 
l’ABA ont toutefois échouées (Jang et al., 2008; Risk et al., 2008), ce qui a conduit les auteurs de 
l’article original à se rétracter.  
La recherche de protéines capables de fixer l’ABA a conduit à l’identification d’un second 
récepteur correspondant à la sous-unité H d’une Mg2+-chelatase dénommée GUN5/ChlH (genomes 
uncoupled loci), un composant essentiel de la biosynthèse de la chlorophylle et de la communication 
entre le chloroplaste et le noyau (Mochizuki et al., 2001; Shen et al., 2006; Wu et al., 2009). 
L’inhibition partielle de l’expression du gène GUN5 par une approche RNAi entraine des phénotypes 
caractéristiques d’une insensibilité à l’ABA tant au niveau de la germination qu’au niveau du contrôle 
des mouvements stomatiques et de la tolérance au stress hydrique. Inversement la sur-expression du 
gène GUN5 entraine une tolérance accrue à l’inhibition de la germination par l’ABA ainsi qu’une 
tolérance accrue au stress hydrique ; en revanche l’inhibition totale de l’expression du gène GUN5 
apparaît létale dès les premières étapes du développement vraisemblablement à cause d’un défaut 
dans la synthèse ou le stockage de protéines et de lipides de réserves (Shen et al., 2006; Wasilewska 
et al., 2008). Toutefois la capacité de la protéine GUN5/ChlH à fixer l’ABA ne semble pas conservée 
entre monocotylédones et dicotylédones dans la mesure où XanF, le locus qui code pour 
l’homologue de GUN5/ChlH chez l’orge n’est pas capable de lier l’ABA dans les mêmes conditions 
que ce dernier. De plus, la mutation perte de fonction xanF n’entraine pas de phénotype 
caractéristique d’une altération de voies de signalisation dépendantes de l’ABA (Müller and Hansson, 
2009; Cutler et al., 2010).  
Plusieurs éléments ont longtemps suggéré l’implication de récepteurs couplés aux protéines 
G (GPCR, G-protein-coupled receptor) dans la transduction du signal ABA chez les végétaux. La perte 
de fonction de l’unique gène codant la sous-unité  de la protéine G (GPA1) entraine une 
hypersensibilité à l’ABA au cours de la germination et une sensibilité réduite à l’inhibition de 
l’ouverture stomatique induite par l’ABA. En revanche cette mutation n’altère pas la fermeture 
stomatique induite par l’ABA (Liu et al., 2007b). La mutation de différentes sous-unités de la protéine 
G entraine également des phénotypes associés à une dérégulation des voies de signalisation ABA ce 
qui suggère fortement l’implication d’un GPCR dans la transduction du signal ABA (Pandey et al., 
2006).  
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La sur-expression de GCR1, l’unique gène chez Arabidopsis codant une GPCR classique, 
entraine une dormance réduite des graines ; néanmoins l’analyse génétique de mutants perte de 
fonction gcr1 ne permet pas de désigner GCR1 comme directement impliqué dans la perception de 
l’ABA. Les mutants gcr1 présentent une hypersensibilité à l’ABA mais l’analyse fonctionnelle révèle 
également des effets pléiotropiques de la mutation dans d’autres voies de signalisation.  
L’identité d’un troisième récepteur à l’ABA, GCR2, décrit par les auteurs comme un récepteur 
couplé aux protéines G est sujet à controverse ; en effet cette protéine présente une forte homologie 
de séquence avec une protéine soluble bactérienne de la superfamille LanC (Johnston et al., 2007) et 
sa capacité à lier l’ABA a été remise en question (Risk et al., 2009). 
Faisant l’hypothèse que des formes divergentes de GCPR pourraient être le lien manquant 
entre la perception de l’ABA et les voies de signalisation régulées par les protéines G, Pandey et al. 
ont recherché dans le génome d’Arabidopsis des GCPR candidats en se basant sur le degré de 
similarité de ces candidats avec les GCPR classiques (2009). Ils ont ainsi pu identifier deux protéines, 
GTG1 et GTG2 pour GCPR-type G protein, ces protéines sont caractérisées par la présence d’un 
domaine de liaison aux nucléotides et d’un domaine à activité GTPasique ce qui en fait des GCPR 
atypiques. Ces protéines membranaires sont capables de lier stéréo-spécifiquement l’ABA, cette 
fixation de l’ABA par les GTG est stimulée par le GDP ce qui suggère que la forme associée au GDP est 
la forme la plus affine des récepteurs GTG pour l’ABA. Chez Arabidopsis les doubles 
mutantsgtg1/gtg2 présentent des phénotypes caractéristiques de mutants présentant une altération 
des réponses médiées par l’ABA : sensibilité réduite à l’inhibition de la germination et de la 
croissance racinaire par l’ABA, sensibilité réduite à l’action de l’ABA au niveau stomatique et absence 
d’induction des gènes de réponse à l’ABA. Ces données démontrent dans l’ensemble que les 
protéines GT1 et GTG2 constituent des protéines réceptrices à l’ABA (Cutler et al., 2010).  
Enfin, ces deux dernières années, quatre équipes de recherche ont séparément isolés des 
protéines de types PYR/PYL/RCAR via différentes méthodes (Ma et al., 2009; Park et al., 2009; 
Santiago et al., 2009; Nishimura et al., 2010). La caractérisation d’une famille de protéines capables 
de fixer la pyrabactine, un inhibiteur synthétique de la germination et agoniste spécifique de l’ABA, a 
conduit à l’identification de protéines de la famille PYR/PYL (Pyrabactin Resistance 1/PYR1-Like). Ces 
protéines sont codées par une famille multigénique de 14 membres (PYR1 et 13 gènes PYL) et 
régulent l’activité des protéines phosphatase 2C du groupe A (PP2CA) telles que les protéines ABI1, 
ABI2 et HAB1 connues pour leur rôle de régulateurs négatifs des voies de signalisation ABA (Leung et 
al., 1997; Gosti et al., 1999; Saez et al., 2004).  
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La fixation de l’ABA, ou de la pyrabactine, par les protéines PYR/PYL entraine leur interaction 
avec les PP2CA et une inhibition de l’activité phosphatase de ces dernières, caractérisée par la 
phosphorylation des kinases SNF1-related (Sucrose Non Fermenting-related kinases) SnRK2 .2, 
SnRK2.3 et SnRK2.6/OST1 (Park et al., 2009). Plusieurs autres travaux visant à identifier par des 
approches de double-hybride des interactants des PP2CA ont conduit à la description des protéines 
PYL9/RCAR1 et PYL8 ou PYL5 respectivement capables d’interagir avec les PP2CA ABI2 ou HAB1 
(Santiago et al., 2009; Szostkiewicz et al., 2010). 
En accord avec le rôle des protéines PYR/PYL dans la perception de l’ABA, le triple mutant 
pyr1 ;pyl1 ;pyl14 ou le quadruple mutant pyr1 ;pyl1 ;pyl2 ;pyl14 présentent tous deux une 
insensibilité à l’inhibition de la germination et de la croissance racinaire par le (+)-ABA. Le quadruple 
mutant est également insensible à l’induction de la fermeture stomatique par l’ABA et présente une 
altération de l’induction des gènes de réponses à l’ABA NCED3 et RD29. La sur-expression des gènes 
PYL5 et PYL9 entraine chez Arabidopsis une hypersensibilité à l’ABA et une meilleure tolérance au 
stress hydrique (Park et al., 2009). L’ensemble des données génétiques et biochimiques présentées 
démontrent clairement que les protéines de type PYR/PYL sont des protéines capables de lier l’ABA 
et participent à de nombreux aspects de la signalisation ABA et de la physiologie de la plante. Les 
différents acteurs impliqués dans la perception et la transduction du signal ABA et les interactions 
entre ces différents acteurs sont représentés dans un schéma résumant les données décrites 
précédemment (Figure 1.6). 
4. Module de signalisation ABA : le rôle des protéines 
phosphatases 2C et des kinases SnRK2 dans la signalisation 
ABA 
Comme indiqué précédemment, les protéines phosphatase 2C sont des éléments importants 
de la signalisation ABA dans la mesure où la fixation de l’ABA par les protéines PYR/PYL entraine la 
formation d’un complexe PYR/PYL/ABA/PP2C. De nombreux travaux ont mis en évidence le rôle 
exercé par les PP2C et plus particulièrement par les PP2C du groupe A en tant que régulateurs 
négatifs des réponses à l’ABA (Gosti et al., 1999; Merlot et al., 2002; Leonhardt et al., 2004; Kuhn et 
al., 2006; Nishimura et al., 2010). L’inactivation de trois de ces PP2CA entraine des phénotypes 
associés à une activation constitutionnelle des réponses à l’ABA endogène (dérégulation des gènes 
de réponse à l’ABA, croissance foliaire et racinaire réduite, stomates plus fermés en l’absence d’ABA, 
dormance plus prononcée) ce qui démontre le rôle clé de ces régulateurs dans les réponses à l’ABA 
(Rubio et al., 2009).   
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L’ensemble de ces travaux a conduit à l’établissement d’un modèle au sein duquel la fixation 
de l’ABA par les protéines PYR/PYL déclenche via l’interaction avec les PP2C une activation des gènes 
de réponse à l’ABA. La levée de l’inhibition exercée par les PP2C sur les kinases de type SnRK2 
entraine la phosphorylation des protéines ABF (ABA-responsive-element binding factor) impliquées 
dans l’activation des gènes de réponses à l’ABA via les facteurs de transcriptions ABF2, ABI5, AREB1, 
AREB2 (Figure 1.7) (Cutler et al., 2010; Hubbard et al., 2010; Klingler et al., 2010).  
Les gènes induits par la voie ABA / PYR/PYL / PP2CA codent des protéines qui participent aux 
réponses des plantes aux stress de l’environnement et modulent leur tolérance à ces diverses 
contraintes. On retrouve ainsi parmi les gènes activés dans cette voie des gènes codant des protéines 
LEA (Late Embryogenesis Abundant Protein), des protéines régulatrices diverses comme des facteurs 
de transcription, des kinases et des phosphatases, divers transporteurs et enzymes impliqués dans la 
synthèse d’osmoprotectants (glucose, acides aminés branchés, proline et polyamines), la 
signalisation phospholipidique, la synthèse des acides gras, le métabolisme cellulaire, le métabolisme 
des sucres, ou encore dans le métabolisme secondaire. Cette voie conduit également à l’inhibition de 
gènes impliqués dans la croissance et le développement comme les protéines ribosomiques, 
chloroplastiques, pariétales ou membranaires (Fujita et al., 2009; Hubbard et al., 2010; Fujita et al., 
2011). La régulation du canal anionique SLAC1 par les complexes PP2CA / SnRK illustre le rôle clé joué 
par le module de signalisation ABA/PYR/PYL / PP2C / SnRK dans le contrôle direct de la physiologie de 
la cellule de garde (Geiger et al., 2009; Lee et al., 2009b; Cutler et al., 2010).  
 
B. Signalisation calcique dans les réponses aux contraintes de 
l’environnement  
Dans le cadre des réponses des plantes aux stress de l’environnement, il est désormais 
clairement établi que les variations de la concentration de calcium intracellulaire participent aux 
réponses cellulaires les plus précoces. Ceci suggère que l’ion calcium serait un point de convergence 
impliqué dans l’intégration et l’amplification de différents stimuli. L’intervention du calcium en tant 
que second messager assurant le couplage entre les signaux de l’environnement et les réponses des 
plantes a fait l’objet de nombreux travaux de recherche. L’ion calcium (Ca2+) joue en effet un rôle 
dans de nombreux processus physiologiques tels que la croissance et le développement ou encore 
dans les réponses aux contraintes biotiques ou abiotiques.   
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Au cours des paragraphes suivants, j’illustrerai au travers de quelques exemples, 
l’importance de la signalisation calcique dans la physiologie des plantes en présentant d’une part, la 
notion de « signature calcium » et d’autre part, les systèmes de décodage de ces signaux calcium 
chez les plantes et leurs rôles dans les réponses aux stress.  
1. Les « signatures calcium » 
En l’absence de stimulus extérieur la concentration en calcium libre dans le cytosol ([Ca2+]cyt) 
est maintenue à une faible concentration (100-200nM) grâce à un système d’efflux et de 
compartimentation cellulaire des ions Ca2+ (Reddy, 2001; Reddy and Reddy, 2004). Les variations de 
Ca2+ sont modulées par une diversité de canaux ioniques présents tant au niveau de la membrane 
plasmique qu’au niveau de la membrane de la vacuole ou du réticulum endoplasmique (RE) ; ces 
organites permettent ainsi le stockage des ions Ca2+ (jusqu’à 10mM au niveau de la vacuole ou du RE) 
et la mobilisation de pools de calcium endogènes en réponse à un stimulus extérieur (Peiter et al., 
2005; Peiter, 2011).  
La mesure des variations de la concentration en calcium ([Ca2++) à l’échelle cellulaire 
s’effectue grâce à des sondes fluorescentes ou à l’aide de plantes transgéniques exprimant 
l’aequorine (une protéine bioluminescente affine pour le calcium) ou encore grâce au système 
caméléon (protéines fluorescentes couplées à la calmoduline) (Rudd and Franklin-Tong, 2001). Il a 
ainsi été montré que l’application de stimuli hormonaux (ABA, auxine, gibbérellines), de différentes 
contraintes abiotiques (variations de température, déshydratation, stress salin ou oxydatif, blessure), 
d’éliciteurs bactériens ou fongiques, ou encore que les interactions entre plantes et champignons 
symbiotiques sont à l’origine de variations de la [Ca2+]cyt. (Figure 1.8) (Sanders et al., 1999; Reddy, 
2001; Rudd and Franklin-Tong, 2001; Lecourieux et al., 2002; Sanders et al., 2002; Shaw and Long, 
2003; Reddy and Reddy, 2004; Lecourieux et al., 2005; Lecourieux et al., 2006; Navazio et al., 2007; 
Navazio and Mariani, 2008). Ces données montrent que le calcium peut être considéré comme un 
second messager universel ; toutefois on peut se demander comment celui-ci peut être à l’origine 
d’une réponse spécifique du stimulus initial ? 
De manière intéressante, les variations du taux de calcium intracellulaire ne sont pas 
identiques mais se caractérisent par une localisation, une durée, une intensité et une fréquence 
spécifique du stimulus perçu. Ces paramètres constituent ainsi une signature calcique caractéristique 
d’un signal donné (McAinsh and Hetherington, 1998; Pauly et al., 2001; McAinsh and Pittman, 2009). 
Un niveau de complexité supplémentaire est ajouté par le fait que les variations de calcium peuvent 
être générées par différents organites ou compartiments cellulaires. 
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En effet, l’utilisation de sondes sensibles aux variations de *Ca2+] a permis de montrer que 
certains organites dont le noyau mais également la mitochondrie sont le siège de variations de [Ca2+] 
indépendantes des variations de [Ca2+]cyt. (Pauly et al., 2001; Logan and Knight, 2003). Pauly et al. 
(2001) ont ainsi montré que des cellules de tabac placées dans un milieu hypo-osmotique présentent 
des variations du taux de calcium à la fois dans le noyau et dans le cytosol. Par contre, lorsque les 
cellules sont transférées dans un milieu hyper-osmotique, aucune variation du taux de calcium n’est 
détectée dans le compartiment nucléaire alors qu’une augmentation biphasique est observée dans le 
cytosol. Au niveau tissulaire, les variations de calcium peuvent également être différentiellement 
régulées ; en effet, en réponse à un stress osmotique ou salin, on observe au niveau racinaire chez 
Arabidopsis, des variations de [Ca2++cyt. d’amplitudes différentes selon le type cellulaire considéré 
(péricycle ou endoderme) (Kiegle et al., 2000).  
Depuis de nombreuses années, le modèle qui a été privilégié est celui de la cellule de garde 
où le rôle du calcium a été évalué au travers des mécanismes d’ouverture et de fermeture des 
stomates. Il a ainsi été démontré que des variations transitoires et répétées de calcium générées, soit 
artificiellement soit en réponse à une application d’ABA exogène au niveau des cellules de garde, 
sont nécessaires à la fermeture des stomates (McAinsh et al., 2000; Allen et al., 2001; Ng et al., 2001; 
Dodd et al., 2010; Kudla et al., 2010). Plus récemment, Harada et Shimazaki, (2009) ont montré que 
le traitement par la lumière bleue de cellules de garde d’Arabidopsis thaliana exprimant l’aéquorine 
conduit a une variation du taux de calcium intracellulaire différente de celle observée avec le CO2 et 
l’ABA. La lumière bleue induit l’ouverture des stomates tandis que l’ABA et le CO2 induisent leur 
fermeture (Roelfsema and Hedrich, 2005; Harada and Shimazaki, 2009). Ces variations de calcium 
agissent comme le support d’une information permettant la mise en place d’une réponse biologique 
spécifique  
L’existence de signatures calciques, spécifiques de certains stimuli, suggèrent en toute 
logique l’existence d’éléments de signalisation capables de prendre en charge ces variations de Ca2+ 
et de contribuer au couplage entre le stimulus initial et la réponse biologique finale. Cette fonction 
est assurée par des protéines capables de fixer le calcium, définies comme des senseurs de calcium.  
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2. Les protéines de signalisation impliquées dans le décodage 
du signal calcium 
Les variations rapides et transitoires de calcium doivent être prises en charge, décodées, 
amplifiées et véhiculées. Ce décodage s’effectue par des protéines relais ayant une affinité élevée 
pour les ions Ca2+ , caractérisées par la présence au sein de leur séquence d’un motif structural 
appelé EF-Hand qui est un domaine protéique structuré en hélice-boucle-hélice capable de fixer l’ion 
Ca2+ avec une forte affinité (Kd=10-5 à 10-9) (Yap et al., 1999). Le terme « EF-hand » a été proposé par 
R.H. Kretsinger il y a plus de trente ans. Ce motif a été découvert pour la première fois dans la 
structure cristalline de la Parvalbumine, une calciprotéine isolée à partir du muscle de carpe 
(Kretsinger and Nockolds, 1973). Le motif EF-Hand est constitué généralement de 30 acides aminés 
et contient deux hélices (hélice E et hélice F) reliées par une boucle (Figure 1.9). La boucle est formée 
par 12 acides aminés. Les acides aminés qui sont aux positions 1, 3, 5, 7, 9 et 12 sont impliqués dans 
la fixation d’un seul ion calcium  (Zhang et al., 2009). Ces motifs EF-Hand se trouvent généralement 
sous forme de dimères séparés par un feuillet β-antiparallèle permettant la fixation coopérative des 
ions Ca2+ (Snedden and Fromm, 2001). La fixation des ions Ca2+ par les protéines à domaine EF-Hand 
entraine un changement de leur conformation qui va permettre de moduler soit leur activité soit 
celles de leurs protéines cibles (Zielinski, 1998; Harmon et al., 2000; Luan et al., 2002; Sanders et al., 
2002; Bouché et al., 2005).  
Les protéines affines pour le calcium décodent et relaient l’information portée par les 
signatures calciques au travers de cascades de signalisation faisant intervenir par exemple des 
événements de phosphorylation / déphosphorylation qui aboutissent in fine à la régulation de 
l’expression génique ou à la régulation des canaux ioniques (Kudla et al., 2010).  
L’analyse bioinformatique de la séquence du génome d’Arabidopsis thaliana montre qu’environ 
1% des protéines annotées (soit environ 250 protéines) sont des protéines à motif EF-hand (Day et 
al., 2002) ; ces protéines sont de taille et de structure variées et différent également par le nombre 
(de 1 à 6) ainsi que par la position des motifs EF-hand. Certaines de ces protéines peuvent également 
présenter une activité enzymatique (kinase, phosphatase…).  
On distingue ainsi différentes catégories de protéines capables de lier le calcium en fonction des 
caractéristiques évoquées précédemment : je me limiterai dans cette introduction à une 
présentation (i) des protéines kinases Ca2+-dépendantes ou CDPK (Calcium-Dependent Protein 
Kinases) / CPK (Calcium-dependent Protein Kinase) ; (ii) des protéines homologues à la sous-unité B 
de la Calcineurine, les CBL (Calcineurin B-Like proteins) et (iii) des CalModulines (CaM) et 
CalModuline-Like proteins (CaM-Like ou CMLs).   
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i. Les CDPK, des protéines kinases Ca2+-dépendantes 
Les CDPKs sont des protéines kinases affines pour le calcium spécifiquement retrouvées chez 
les plantes et certains protistes. L’analyse bioinformatique du génome d’Arabidopsis thaliana a 
révélé la présence de 34 CDPKs ainsi que de 8 autres kinases dont les séquences sont proches 
(encore appelées CDPK-related kinases) (Harmon et al., 2000; Cheng et al., 2002a; Hrabak et al., 
2003; Asano et al., 2005). Les CDPKs sont des Serines/Thréonines Kinases caractérisées par 3 
domaines fonctionnels : un domaine catalytique à activité kinase dans la partie N-terminale, un 
domaine auto-inhibiteur qui empêche l’activité kinase en absence de calcium et un domaine de 
fixation du calcium « CaM Like » dans la partie C-terminale (DeFalco et al., 2009) (Figure 1.10). La 
fixation du Ca2+ par le domaine CaM-Like s’accompagne d’un changement conformationnel de la 
protéine qui entraine la levée de l’auto-inhibition de l’activité kinase et la phosphorylation des 
protéines cibles (Harmon et al., 2000; Cheng et al., 2002a; Kudla et al., 2010). Les CDPK constituent 
donc un système de « senseur-acteur », la protéine prenant en charge les variations de calcium agit 
directement sur sa cible. Les CDPKs sont retrouvées dans le noyau, le cytoplasme, le chloroplaste, le 
peroxysome, le réticulum endoplasmique et la membrane plasmique (Dammann et al., 2003; Harper 
et al., 2004) ce qui souligne les nombreux rôles joués par ces protéines.  
Des approches biochimiques ont permis d’identifier un répertoire de protéines cibles des 
CDPKs dont certaines sont connues pour participer au métabolisme azoté et carboné, aux 
mouvements d’ion et d’eau et à la régulation de l’expression génique (Harmon et al., 2000). Ainsi, 
chez Arabidopsis, les protéines CPK3 et CPK6, spécifiquement exprimées au niveau des cellules de 
garde, agissent de concert pour réguler la fermeture stomatique en réponse à l’ABA ou à une 
élévation de la concentration externe en Ca2+ (Mori et al., 2006). L’activation des canaux calciques de 
la membrane plasmique par l’ABA ainsi que l’activation des canaux anioniques de type S par l’ABA ou 
par le Ca2+ sont en effet altérés chez des mutants cpk3 et cpk6 ou encore chez le double mutant cpk3 
/cpk6. D’autres CDPK/CPK apparaissent également impliquées dans la régulation des mouvements 
stomatiques et de manière plus large dans les processus régulés par l’ABA ; ainsi les protéines CPK4 
et CPK11 sont-elles indispensables pour maintenir la pleine sensibilité des cellules de garde à l’ABA et 
apparaissent elles également impliquées dans la signalisation ABA au niveau de la graine ou dans les 
réponses au stress salin (Zhu et al., 2007). Le rôle des protéines CPK21 et CPK23/OST1 dans la 
régulation du canal anionique SLAC1 en coopération avec le module de signalisation ABA PYRL/PYL et 
les phosphatases de type SnRK2 ABI1 et ABI2 a récemment été mis en en évidence par Geiger et al. 
(2009; 2010) et de nombreux autres exemples confirment l’implication des CDPK dans les réponses 
aux contraintes abiotiques (Urao et al., 1994; Pei et al., 1996; Hwang et al., 2000).   
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Les différents exemples développés ici illustrent l’importance de la signalisation calcique et 
des CDPK dans les réponses des végétaux aux contraintes de l’environnement et plus 
particulièrement dans la régulation des mouvements stomatiques ou dans les voies de signalisation 
dépendantes de l’ABA.  
ii. Les CBLs, Calcineurin-B-Like proteins 
Les protéines CBL et leurs protéines partenaires, les CIPKs (CBL-interacting protein kinase) 
ont été décrites chez Arabidopsis à la fin des années 1990 (Kudla et al., 1999; Shi et al., 1999; 
Trewavas, 1999) (Figure 1.10). Les CBLs doivent leur nom au fait qu’elles ressemblent à la sous unité 
B de la calcineurine de levure ; elles présentent également une homologie avec les récepteurs Ca2+ 
localisés dans les neurones animaux (NCS1) (Liu and Zhu, 1998; Shi et al., 1999). A l’inverse de la 
protéine neuronale NCS1 qui régule l’activité des protéines phosphatases, les CBL interagissent de 
façon spécifique avec des kinases de la famille CIPKs (CBL-Interacting Protein Kinase) (Luan et al., 
2002). Ainsi, contrairement aux CDPK où la fixation du calcium et la modulation de l’activité des 
cibles sont assurées par une seule et même protéine, le système de signalisation par les CBL repose 
sur une coopération entre CBLs et CIPKs. L’analyse bioinformatique des génomes d’Arabidopsis et du 
riz prédit l’existence d’un répertoire de 10 CBLs et de 26 CIPKs chez Arabidopsis et de 10 CBLs et de 
30 CIPKs chez le riz. L’étude de la localisation subcellulaire des protéines CBL a révélé l’importance du 
domaine N-terminal dans la localisation subcellulaire de ces protéines. Quatre CBL sont localisées au 
niveau de la membrane plasmique, quatre sont présentes au niveau de la membrane de la vacuole et 
deux au niveau cytoplasmique et nucléaire (Batistič et al., 2010). Cette diversité dans la localisation 
sub-cellulaire des CBL suggère la formation de complexes CBL/CIPK spécifiques et contribue 
vraisemblablement à la spécificité du signal calcique.  
Des approches de génétique directe visant à identifier des protéines impliquées dans la 
tolérance au stress salin ont permis d’identifier le module de signalisation formé par le « Ca2+-
sensor » AtCBL4 / SOS3 et la kinase SOS2 (AtCIPK24). Ce module de signalisation régulé par le Ca2+ 
confère la tolérance au stress salin via une régulation de l’antiport Na+/H+ SOS1 (Liu and Zhu, 1998; 
Halfter et al., 2000; Qiu et al., 2002). Des travaux plus récents ont également démontré que la 
mutation du gène CBL10 d’Arabidopsis entraine une hypersensibilité au stress salin et que CBL10 est 
capable d’interagir avec la kinase CIPK24/SOS2 (Kim et al., 2007; Quan et al., 2007). Le complexe 
CBL10/CIPK24 interviendrait alors dans la régulation de l’antiport vacuolaire Ca2+/H+ CAX1 
indépendamment de CBL4 / SOS3 (Cheng et al., 2004).  
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La caractérisation du mutant cbl1 a montré le rôle central de CBL1 dans l’intégration des 
signaux dans les réponses aux stress abiotiques comme le froid, le stress salin ou le stress hydrique 
(Albrecht et al., 2003; Cheong et al., 2003). Ce mutant ne présente pas d’altération des réponses à 
l’ABA, ce qui indique que l’activité de CBL1 est indépendante des fonctions contrôlées par l’ABA. En 
revanche, la mutation du gène CBL9 entraine une hypersensibilité du mutant cbl9 à l’ABA (Pandey et 
al., 2004) et l’interaction des protéines CBL9 et CIPK3 semble également impliquée dans la régulation 
des réponses aux stress salin et osmotique médiées par l’ABA (Pandey et al., 2008). Les complexes 
CBL/CIPK sont aussi impliqués dans la régulation des canaux ioniques : la protéine CIPK23 est capable 
de s’associer à CBL1 et CBL9 ; la formation de ce complexe va activer de façon spécifique le canal 
potassique « shaker-like » AKT1 mais pas les autres canaux potassiques d’Arabidopsis (Xu et al., 2006; 
Geiger et al., 2009). En plus de leur implication dans la régulation de l’homéostasie ionique au niveau 
racinaire les protéines CBL1/CBL9 et CIPK23 semblent également participer à la régulation 
stomatique en réponse à la déshydratation (Cheong et al., 2007). A noter enfin, que d’autres 
résultats mettent également en lumière le rôle des complexes CBL/CIPK dans la réponse à l’anoxie 
chez le riz (Lee et al., 2009a).  
L’ensemble des données démontre, une fois de plus, le rôle essentiel de la signalisation 
calcique et des « calcium sensors » dans les réponses des plantes aux contraintes de l’environnement 
et illustre à la fois la diversité et la plasticité des systèmes de décodage et de relais du message 
calcique dans la mise en place de réponses spécifiques régulées dans le temps et dans l’espace. 
iii. Les calmodulines (CaM) et les protéines apparentées 
aux CaM (CML) 
La calmoduline, pour CALcium MODULating proteIN, est une protéine acide conservée chez tous 
les eucaryotes. Elle est composée d’environ 150 acides aminés organisés en trois domaines : un 
domaine N-terminal (constitué par 2 motifs EF-hand), un domaine central (constitué par une longue 
hélice flexible) et un domaine C-terminal (constitué par 2 motifs EF-hand) (Figure 1.10). A l’image des 
CBL, les CaM sont dépourvues d’activité enzymatique mais elles sont capables d’interagir avec des 
protéines cibles (CaMBP pour CalModulin Binding Protein). Les CaMBP interagissent avec la CaM via 
un motif de liaison à la CaM (CaM Binding Domain) qui est généralement composé de 12 à 30 acides 
aminés amphiphiles contigus et chargés positivement. La fixation de la CaM par les CaMBP se fait par 
l’intermédiaire d’interactions hydrophobes (Snedden and Fromm, 2001). La fixation de 4 ions Ca2+ 
par la CaM entraine un changement de conformation de la protéine qui va moduler l’interaction 
CaM/CaMBP et par conséquent l’activité de la CaMBP (Figure 1.11).   
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Les CaM sont retrouvées chez l’ensemble des eucaryotes et leur structure apparaît 
extrêmement conservée. Cependant, les plantes présentent un éventail de CaMs beaucoup plus 
large que la levure S.cerevisae ou que les animaux. La levure ne possède en effet qu’un seul gène 
codant cette protéine et l’homme ne possède dans son génome que 3 gènes codant pour une même 
isoforme de CaM (Davis et al., 1986; Toutenhoofd and Strehler, 2000). Le séquençage récent de 
diverses espèces végétales (Riz, Tabac, Luzerne, Maïs, Soja) a révélé que le répertoire de CaM est 
considérablement plus étendu chez les végétaux, notamment en raison de la présence de protéines 
apparentées (CMLs). Ainsi on retrouve au sein du génome d’Arabidopsis 7 gènes codant pour des 
formes de CaM dites typiques ou canoniques (AtCaM1 à AtCaM7), c'est-à-dire des CaM présentant 
une forte homologie de séquence avec les CaM des vertébrés (Ranty et al., 2006), mais également 51 
gènes codant des protéines apparentées aux CaMs (CMLs) (Figure 1.12). Ces CML présentent de 30 à 
80 % d’homologie de séquence avec la CaM typique et peuvent posséder de 1 à 6 EF-hand mais 
aucun autre domaine fonctionnel (Magnan, 2007). La conservation et la diversification chez les 
végétaux du répertoire de CaM et de protéines apparentées illustrent une fois encore, l’importace 
des systèmes de décodage du message calcium chez les végétaux par rapport aux animaux. Les 
données d’expression disponibles sur les gènes codant des CaM et CML chez Arabidopsis mettent en 
évidence une régulation différentielle de ces gènes au cours du développement et en réponse aux 
stimuli environnementaux ou hormonaux (McCormack et al., 2005; Vanderbeld and Snedden, 2007; 
Magnan et al., 2008). Le fait que ces protéines présentent des profils d’expression distincts à l’échelle 
d’un organe, d’un tissu ou d’un type cellulaire suggère une spécialisation fonctionnelle des CaM et 
CML. 
Cette notion de spécialisation fonctionnelle des CaM et CML est confortée par la capacité de 
différentes CaM ou CML à interagir soit avec la même protéine cible pour en moduler différemment 
l’activité (Lee et al., 1997) soit avec des cibles spécifiques, renforçant ainsi l’idée que les plantes 
disposent de multiples systèmes de décodage du message calcique (Yoo et al., 2005). Si l’on connaît 
de nombreuses cibles de la calmoduline (protéines de cytosquelette, protéines membranaires, 
enzymes du métabolisme, kinase et facteurs de transcription), très peu de données sont disponibles 
pour les protéines cibles des CMLs (Yang and Poovaiah, 2002; Park et al., 2005). A noter cependant 
qu’en (2007) Popescu et al., ont effectué un criblage d’une puce à protéines incluant 1133 protéines 
végétales avec différentes CaMs et CMLs utilisées comme appât. Ce criblage a ainsi permis 
d’identifier de nombreuses protéines partenaires des CaM et CML dont les rôles biologiques restent 
dans la plupart des cas à élucider.  
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Concernant le rôle physiologique des CaM, il a été démontré que la CaM7 d’Arabidopsis 
interagit directement avec l’ADN et plus précisément avec une région régulatrice Z-box LRE (Light 
Responsive Element) et module par ce biais l’expression de CAB1 et RBCSIA (Kushwaha et al., 2008). 
Une augmentation de transcrit CAB1 est trouvée dans la lignée sur-exprimant CaM7 par rapport à la 
lignée mutante ce qui suggère que CaM7 agit comme un régulateur positif de l’expression génique. 
Plusieurs exemples soulignent que les CaMs sont associées aux réponses des plantes aux stress 
abiotiques. Ainsi, l’expression de CaM3 est fortement induite en réponse à un stress thermique (Liu 
et al., 2008; Zhang et al., 2009). Les plantes sur-exprimant ce gène montrent une thermotolérance 
accrue par rapport aux plantes témoins et mutantes. Il a été également démontré que CaM3 
interagit via une protéine cible AtPP7 (CaM-binding protein phosphatase) (Liu et al., 2007a) et que 
des plantes sur-exprimant AtPP7 présentent un phénotype comparable avec celles qui sur-expriment 
CaM3. Ces résultats montrent l’importance des voies dépendantes des CaMs dans la mise en place 
de réponses adaptatives. Les CaM semblent également impliquées dans les réactions de défense aux 
pathogènes. En effet les facteurs de transcription AtWRKY7 et WRKY IId, induits en réponse aux 
stress biotiques ou à l’acide salicylique (SA) une hormone végétale impliquée dans les réactions de 
défense, sont capables de fixer la forme typique de la CaM (Park et al., 2005).  
Les canaux ioniques régulés par les nucléotides cycliques (CNGC, Cyclic Nucleotide-Gated 
Channels) sont également des cibles de AtCaM1 et AtCaM4 (Köhler and Neuhaus, 2000; Talke et al., 
2003). Des approches génétiques ont montré l’importance de ces canaux dans les interactions 
plantes-pathogènes puisque des mutants atcngc4, 11 et 12 présentent une activation constitutive 
des voies de signalisation impliquées dans la mise en place des réactions de défense (Yu et al., 1998; 
Clough et al., 2000; Ranty et al., 2006). Ces données démontrent que les CaM contribuent à la 
régulation de protéines cibles impliquées dans les réponses aux contraintes abiotiques mais 
également biotiques.En ce qui concerne les rôles des CMLs, les données sont encore partielles. Il a 
cependant été montré que CML18, une CML vacuolaire d’Arabidopsis thaliana, interagit avec la 
partie C-terminale de l’antiport tonoplastique Na+/H+ (AtNHX1). Il a été démontré que le pH acide et 
les fortes concentrations de Ca2+ répriment l’activité de NHX1 en condition normale. En réponse à un 
stress salin, la concentration en Ca2+ diminue et la protéine CML18 se désassocie de NHX1 
permettant ainsi son activitation et la séquestration du Na+ dans la vacuole (Yamaguchi et al., 2005). 
Plusieurs autres travaux montrent l’importance des CML dans les réponses des plantes aux stress de 
nature biotique et abiotique (McCormack et al., 2005; Vanderbeld and Snedden, 2007). Ainsi Delk et 
al. (2005) ont montré qu’AtCML24 est impliquée dans différents stress abiotiques tels que les stress 
mécaniques, l’obscurité, la chaleur, le stress oxydatif (H2O2), l’exposition au froid ou en réponse à 
l’ABA ou à l’auxine. 
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L’expression de la forme divergente de CaM du Soja GmCaM4 chez Arabidopsis confère aux 
plantes sur-exprimant cette protéine une tolérance accrue au stress salin, cette tolérance accrue au 
stress salin résulte de la suractivation du facteur de transcription AtMYB2 impliqué dans la régulation 
de gènes de réponse au stress salin et à la déshydratation (Yoo et al., 2005).  
Les travaux menés dans l’équipe d’accueil de Toulouse visent à mieux comprendre les rôles 
de certaines CMLs et notamment celui d’AtCML9, une protéine qui présente 49% d’identité avec la 
forme typique de calmoduline d’Arabidopsis thaliana. AtCML9 présente 4 motifs EF-hand, et bien 
qu’elle soit capable de lier le calcium, cette fixation est toutefois de plus faible affinité qu’avec la 
CaM typique. L’utilisation des lignées transgéniques PromAtCML9 ::GUS a permis de montrer 
qu’AtCML9 s’exprime au niveau des stomates, des cotylédons, des jeunes feuilles, dans les sépales et 
les étamines de la fleur mais aussi au niveau de la pointe racinaire (Magnan et al., 2008). Par ailleurs, 
ce gène est induit en réponse à l’ABA, à un stress hydrique ou salin. L’analyse fonctionnelle a montré 
que des mutants cml9 sont hypersensibles à l’ABA et présentent une résistance accrue à la 
déshydratation par rapport aux plantes sauvages (Magnan et al., 2008) (Figure 1.13).  
L’ensemble de ces données a permis de proposer une hypothèse quand au rôle de CML9 
dans le contrôle des mouvements stomatiques en situation de déficit hydrique. En effet, CML9 étant 
exprimé au niveau des stomates, en réponse à l’ABA et sachant que des mutants cml9 sont plus 
tolérants au déficit hydrique, mes objectifs étaient alors de démontrer que CML9 pouvait agir comme 
un régulateur négatif sur les mécanismes de fermeture des stomates (Figure 1.14). Cet aspect du 
travail a été réalisé en grande partie au sein de mon 2ème laboratoire d’accueil pour cette thèse, 
dirigé par d’Alain Vavasseur au CEA de Cadarache, et a donc constitué l’un des objectifs de mon 
travail de thèse.  
C. RD20, une caléosine induite en réponse aux stress 
abiotiques 
Les travaux menés dans l’équipe d’accueil de Toulouse m’ont également conduit à m’intéresser 
au gène RD20 d’Arabidopsis codant une protéine de liaison au calcium dont l’expression est  
rapidement et fortement induite par un stress hydrique, salin ou en réponse à l’ABA (Takahashi et al., 
2000). RD20 est une petite protéine de 236 acides aminés appartenant à la famille des caléosines, 
appelées ainsi en raison de l’homologie de séquence que ces protéines présentent avec les 
oléosines ; des protéines associés à la membrane de vésicules lipidiques au niveau des tissus de 
réserves ; et en raison de leur capacité à fixer le Ca2+ in vitro.   
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En effet, la protéine RD20 comme environ une centaine de protéines encodées par le génome 
d’Arabidopsis ne présente qu’un seul motif EF-Hand (Figure 1.15 a) (Day et al., 2002), et il a été 
démontré par Takahashi et al. (2000) que ce motif est fonctionnel dans la mesure où RD20 est 
capable de lier le calcium lors d’expériences in vitro. Les caléosines ont été décrites chez un grand 
nombre d’espèces végétales, elles sont présentes chez les algues vertes (Chorella protothecoïdes), 
chez les gymnospermes (Ginko biloba), les spermatophytes (Cycas revoluta) et de nombreuses 
espèces d’angiospermes mono- ou dicotylédones d’intérêt agronomique (riz, maïs, orge, tournesol, 
tomate, soja, colza, sésame). Les caléosines sont également retrouvées chez des espèces plus 
exotiques comme Lilium longiflorum ou Coix lacryma-jobi (la larme-de-Job), ou encore chez certaines 
espèces d’arbres comme le pin, le hêtre ou le ficus ainsi que chez certains champignons comme 
Aspergilus nidulans ou Neurospora crassa (Frandsen et al., 1996; Chen et al., 1997; Chen et al., 1998; 
Chen et al., 1999; Næsted et al., 2000; Frandsen et al., 2001; Liu et al., 2005; Chua et al., 2008; 
Jiménez et al., 2008; Vanada and Bhatla, 2009; Jiang and Tzen, 2010; Lu et al., 2010). 
Les caléosines sont généralement isolées à partir de tissus riches en réserves carbonées (graines, 
pollens) et décrites comme des protéines associées aux vésicules lipidiques, structures présentes en 
grande quantité dans les tissus de réserves. Ces vésicules lipidiques sont également décrites sous le 
terme d’oil bodies (OB). Les OB sont constitués d’une monocouche de phospholipides et renferment 
des triacylglycérides (TAG), source future de carbone et d’énergie essentielle à la germination de la 
graine ou à celle du tube pollinique (Chua et al., 2008; Jiang et al., 2008; Jiang et al., 2009; Shimada 
and Hara-Nishimura, 2010). Bien que les OB aient été principalement décrits au niveau des tissus de 
réserves chez les animaux comme chez les végétaux il semble que ces organites sont présents dans 
de nombreux autres types cellulaires. Aussi, dans ces tissus, les OB constitueraient une source de 
lipides immédiatement mobilisables pour le métabolisme, la synthèse de membrane ou la 
signalisation cellulaire lipidique. Ces organites auraient donc des rôles importants dans des processus 
physiologiques divers et variés (Martin and Parton, 2006).  
Des approches protéomiques visant à caractériser les protéines associées aux OB de la graine 
chez Arabidopsis ou chez le colza ont révélées la présence d’oléosines, de caléosines, de stéréo-
oléosines mais également de lipases, d’aquaporines ou de protéines à ancre GPI (Jolivet et al., 2004; 
Purkrtova et al., 2008; Jolivet et al., 2009) (Figure 1.15 b). Chez le colza comme chez Arabidopsis, les 
oléosines constituent la fraction majoritaire des protéines associées à la membrane des OB (entre 
79% et 90% du contenu protéique des OB selon l’espèce); les caléosines et les stéréo-oléosines 
apparaissent quand à elles minoritaires (Jolivet et al., 2004; Jolivet et al., 2009).  
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Nom N° At Aliases ARNm Protéines 
AtCLO1 At4g26740 ATS1 / AtPXG1 NM_118808.4 NP_194404.1 
AtCLO2 At5g55240 AtPXG2 NM_124906.2 NP_200335.1 
AtCLO3 At2g33380 RD20 
NM_128898.3 
NM_001036395.1 
NP_180896.1 
NP_001031472.1 
AtCLO4 At1g70670 - NM_105735.2 NP_564995.1 
AtCLO5 At1g70680 - NM_105736.1 NP_564996.1 
AtCLO6 At5g29560 - NM_180560.2 NP_850891.2 
AtCLO7 At5g23240 - 
NM_102173.3  
NM_001123867.1  
NM_202163.1 
NP_173738.2 
NP_001117339.1 
NP_973892.1 
AtCLO8 At5g23250 - NM_102174.4 NP_173739.4 
 
Tableau 1.1 : Listes des gènes de caléosines d’Arabidopsis. Le numéro At, les autres noms connus, 
les séquences de référence (NCBI) des transcrits et des protéines produites sont indiqués pour chacun des 
gènes. 
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L’analyse protéomique des OB de graines chez Arabidopsis révèle la présence de 4 formes 
d’oléosines différentes (S1-S4), en revanche seule la caléosine AtCLO1 semble associée à la 
membrane des OB au niveau de la graine (Jolivet et al., 2004). Les oléosines sont des protéines 
dépourvues d’activité enzymatique, elles exercent leur rôle en régulant la structure des vésicules 
lipidiques accumulées au niveau de la graine. L’encombrement stérique occasionné par l’association 
des oléosines à la membrane des OB semble en effet réguler la taille de ces dernières. Ainsi, chez 
Arabidopsis, la quantité d’oléosine est proportionnelle à la taille des OB. La double mutation des 
gènes ole1 et ole2 entraine également une réduction de la capacité de germination et une sensibilité 
accrue aux dommages cellulaires occasionnés par le gel (Shimada and Hara-Nishimura, 2010).  
Chez Arabidopsis les caléosines sont codées par une famille multigénique de 8 membres désignés 
AtCLO1 à AtCLO8, la protéine RD20 ou AtCLO3 est codée par le gène At2g33380 (Tableau 1.1). La 
construction d’un arbre phylogénétique à partir des séquences protéiques des caléosines révèle 
l’existence de 2 groupes au sein de cette famille multi-génique (Figure 1.15 c) ; les protéines AtCLO1, 
AtCLO2, RD20/AtCLO3 et AtCLO6 constituent un 1er groupe. Le second groupe est composé des 
caléosines AtCLO4, AtCLO5 AtCLO7 et AtCLO8 qui présentent des régions N-terminales réduites par 
rapport aux membres du premier groupe. Ce groupe de protéines peut se subdiviser ensuite en 2 
autres sous-groupes avec d’un coté les protéines AtCLO4 et AtCLO5 et d’un autre coté les protéines 
AtCLO7 et AtCLO8. Les gènes qui codent pour ces protéines apparaissent dupliqués en tandem sur le 
chromosome 1 et sur le chromosome 5, respectivement. Les transcrits du gène AtCLO7 subissent un 
épissage alternatif et conduisent à la production de 3 formes différentes de la protéine. 
Les caléosines sont caractérisées par un poids moléculaire de 25 à 35KDa, elles sont structurées 
en 3 domaines distincts, une partie N-terminale hydrophile contenant le motif EF-hand, une partie 
centrale hydrophobe associée à un motif prolin-knot et une partie C-terminale présentant de sites de 
phosphorylation conservés (Figure 1.16) (Næsted et al., 2000; Frandsen et al., 2001; Purkrtova et al., 
2008). Le domaine hydrophobe et le motif prolin knot sont présents en partie centrale de la protéine 
et constituent une caractéristique commune aux oléosines et aux caléosines. Ces domaines sont 
respectivement impliqués dans l’ancrage et l’adressage direct de ces protéines aux OB (Abell et al., 
1997; Chen and Tzen, 2001).  
En ce qui concerne la fonction physiologique in planta des caléosines, la seule analyse 
fonctionnelle réalisée à ce jour sur les caléosines concerne le gène AtCLO1 d’Arabidopsis dont la 
mutation perte de fonction entraine un léger retard de croissance au cours de la germination. Alors 
que les graines du mutant atclo1 ne présentent pas de phénotype particulier à maturité, on observe 
un retard de germination au cours des 48 premières heures qui suivent l’imbibition des graines.   
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Cette germination retardée résulterait d’une dégradation plus lente des TAG empaquetés dans 
les OB, et serait donc la conséquence d’une internalisation perturbée des OB au niveau des vacuoles 
lytiques au cours de la germination. Ces résultats suggèrent un rôle pour AtCLO1 dans la dégradation 
des lipides de réserves et dans l’interaction entre OB et vacuole (Poxleitner et al., 2006). Toutefois la 
découverte en 2006 par Hanano et al. d’une activité péroxygénase (PXG) chez la protéine AtCLO1 
suggère pour les caléosines un rôle supplémentaire, différent du rôle structurel assuré par les 
oléosines (Hanano et al., 2006). L’activité PXG d’AtCLO1 est dépendante de la présence d’un hème 
ferrique dont la coordination requiert la présence d’acides aminés extrêmement bien conservés 
entres les différentes isoformes de caléosines (histidines 70 et 138), ce qui suggère que les protéines 
RD20 / AtCLO3, AtCLO4, AtCLO5, AtCLO6 et AtCLO7 pourraient présenter elles aussi une activité PXG. 
Hanano et al. (2006) ont également montré le rôle essentiel joué par le calcium dans l’activité PXG. A 
noter en revanche que chez AtCLO8, le motif EF-Hand de liaison au Ca2+ et les acides aminés 
essentiels à une éventuelle activité PXG n’apparaissent pas conservés, ce qui suggère que la protéine 
AtCLO8 est dépourvue d’activité PXG. Le Ca2+ apparaît indispensable à l’activité enzymatique de la 
protéine AtCLO1 dans la mesure où aucune activité n’est observée après chélation par l’EDTA des 
ions Ca2+ fixés par la protéine. Ces données suggèrent ainsi que RD20 est une enzyme Ca2+-
dépendante plutôt qu’une protéine « senseur » des variations de calcium à l’image des protéines 
présentées dans les parties précédentes. La protéine AtCLO1 présente plusieurs sites de 
phosphorylation potentiels par la caseine kinase II (Ser/Thr Kinase), toutefois la phosphorylation de la 
protéine par la caséine kinase est sans effet sur la sulfoxidation catalysée par AtCLO1, ce qui indique 
que la phosphorylation de AtCLO1 n’est pas indispensable à l’activité enzymatique (Hanano et al., 
2006). D’autres modifications post-traductionnelles des caléosines ont également été décrites 
comme par exemple la N-acétylation de la caléosine du sésame (Lin et al., 2005), de même que 
l’ubiquitination des oléosines et des caléosines de sésame au cours de la germination indiquant que 
ces protéines sont très probablement dégradées via le protéasome au cours de la germination (Hsiao 
and Tzen, 2010). Il est également important de mentionner que la protéine AtCLO1 est capable de 
former un homo-dimère et que la dissociation de ce complexe entraine la perte de l’activité PXG. 
Cette capacité des caléosines à former des dimères est également évoquée par plusieurs auteurs et 
permettrait la fixation du calcium avec une plus grande affinité grâce à la coopération positives des 
motifs EF-Hands (Ikura, 1996; Kawasaki et al., 1998; Næsted et al., 2000; Hanano et al., 2006; 
Shimada and Hara-Nishimura, 2010). Les PXG catalysent des réactions d’oxydation des acides gras 
polyinsaturés mais également des réactions d’hydroxylation de composés aromatiques ou la 
sulfoxydation de composés xénobiotiques (Figure 1.17) (Hanano et al., 2006).  
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Chez le maïs, cette activité enzymatique participe à la synthèse de monomère de cutine en C18 
(Blée and Schuber, 1993; Lequeu et al., 2003), toutefois les péroxygénases sont également présentes 
chez des organismes dont la cuticule est pauvre en cutine C18 comme le soja ce qui suggère que ces 
enzymes participent également à d’autres processus physiologiques. 
La voie PXG constitue une branche de la voie lipoxygénase qui débute par la production, via 
l’activité lipoxygénase, d’hydro-peroxydes d’acides gras à partir d’acides gras libres polyinsaturés 
(C18.2, C18 :3, C16 :3). Les hydro-peroxydes d’acides gras ainsi générés sont ensuite modifiés par 
diverses enzymes (hydroperoxyde lyase, allene oxide synthase) en oxylipines, composés lipidiques 
impliqués dans la signalisation et les réactions de défense des plantes. Ces différents éléments 
laissent penser  que les caléosines via leur activité PXG pourraient donc jouer un rôle particulier dans 
les réponses des plantes aux contraintes de l’environnement, en participant à la synthèse de 
molécules de signalisation ou de composés antimicrobiens ou encore en participant à l’élaboration 
de la cuticule (Hanano et al., 2006; Mosblech et al., 2009).  
L’induction du gène RD20 par des contraintes abiotiques au niveau des tissus aériens suggère 
que la protéine participe aux réponses des plantes aux contraintes de l’environnement ; par ailleurs 
la caractérisation des gènes différentiellement exprimés entre cellules du mésophyle et cellule de 
garde révèle que RD20 est exprimé au niveau du stomate (Leonhardt et al., 2004). L’ensemble de ces 
données nous a conduit à initier une analyse fonctionnelle de cette caléosine atypique d’Arabidopsis 
à travers une approche de génétique inverse afin d’évaluer le rôle de RD20 dans les réponses aux 
contraintes environnementales et sa contribution à la régulation des mouvements stomatiques.  
D. Objectifs et plan de la thèse  
Mes travaux de thèse s’inscrivent dans l’étude des protéines de liaison au calcium impliquées 
dans les réponses aux contraintes de l’environnement chez Arabidopsis thaliana et avaient pour 
objectif l’étude de deux gènes codant des protéines de liaison au calcium, CML9 une forme 
divergente de calmoduline et RD20, une caléosine, protéines vraisemblablement impliquées dans la 
signalisation cellulaire. L’objectif, concernant CML9, était d’évaluer si ce gène participe ou non à la 
régulation des mouvements stomatiques comme le suggèrent les résultats précédemment obtenus 
dans l’équipe. Le gène CML9 est en effet exprimé au niveau des cellules de garde et la perte de 
fonction du gène est associée à une tolérance accrue au stress hydrique.  
  
 
 
72 
 
  
 
 
73 
 
A l’issue de la première année de thèse, consacrée à la génération et à la caractérisation de 
lignées transgéniques pour ces deux gènes, et au vu des premiers résultats obtenus, nous avons 
décidé de focaliser davantage notre recherche sur l’analyse fonctionnelle du gène RD20 que sur celle 
du gène CML9, dont le rôle au cours des interactions plantes-pathogènes fait d’ailleurs l’objet d’un 
travail de thèse au sein de l’équipe. Mon travail de thèse a donc principalement porté sur l’étude du 
gène RD20 d’Arabidopsis et sur son rôle dans les réponses aux contraintes abiotiques de 
l’environnement et plus précisément sur l’implication de RD20 dans la régulation des pertes en eau 
via le contrôle des mouvements stomatiques. Dans le chapitre suivant j’aborderais tout d’abord les 
résultats relatifs à la localisation subcellulaire de la protéine RD20, je présenterais ensuite une étude 
des profils d’expression des caléosines d’Arabidopsis au cours du développement ou en réponse à 
des contraintes environnementales. Dans un troisième chapitre, je présenterai l’impact de la perte 
de fonction ou de la sur-expression du gène RD20 sur la croissance et le développement en réponse 
aux contraintes abiotiques et dans la tolérance aux stress. Enfin dans un quatrième chapitre, 
j’exposerais les résultats obtenus sur le rôle de CML9 dans la régulation des mouvements 
stomatiques avant de présenter les conclusions et perspectives de ce travail de recherche dans un 
cinquième chapitre. 
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Chapitre 2  - Localisation sub-cellulaire de la protéine RD20 
et régulation transcriptionnelle du gène RD20 
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A. Etude de la localisation subcellulaire de la protéine RD20 
Comme précisé dans la partie introductive du document, la protéine RD20 partage les mêmes 
caractéristiques structurales que les caléosines AtCLO1 et AtCLO2 d’Arabidopsis et son profil 
d’hydropathie suggère la présence d’un domaine hydrophobe dans sa partie centrale ce qui indique 
que RD20 pourrait également être associée à la membrane des oil bodies (OB) (Figure 2.1). Afin de 
vérifier expérimentalement la localisation sub-cellulaire de la protéine RD20, une construction 
permettant d’exprimer une protéine de fusion RD20_GFP_GUS sous le contrôle d’un promoteur 
CaMV35S a été générée puis introduite par bombardement dans des épidermes d’oignons. A titre de 
contrôle, des épidermes d’oignons ont été transformés à l’aide d’une construction P35S_GFP_GUS et 
l’analyse de la fluorescence émise par la GFP a été analysée par microscopie confocale (Figure 2.2 a à 
d). Les résultats montrent que la protéine de fusion GFP-GUS est localisée à la fois dans le cytosol et 
le noyau mais exclue du compartiment vacuolaire. L’expression transitoire de la protéine de fusion 
RD20_GFP_GUS révèle la présence d’un signal correspondant à la fluorescence émise par la GFP. Le 
signal observé indique que la protéine de fusion est cytosolique et localisée au niveau de structures 
punctiformes de faible diamètre (Figure 2.2 e à h), ces structures apparaissent de plus extrêmement 
mobiles. Afin de confirmer que les structures associées à la protéine de fusion RD20_GFP_GUS 
correspondent à des OB, le nile red, un colorant hydrophobe qui fluoresce lorsqu’il est associé à des 
membranes lipidiques neutres telles que celles des OB a été utilisé (Figure 2.2 i à l) (Fowler and 
Greenspan, 1985; Greenspan et al., 1985). Un marquage fluorescent punctiforme est observé au 
niveau du cytosol, semblable à celui observé avec la protéine RD20_GFP_GUS.  Afin de valider la 
colocalisation entre la protéine RD20 et les OB, la superposition de la fluorescence émise par la 
protéine de fusion RD20_GFP_GUS et de celle émise par le nile red a été réalisée et montre que la 
protéine RD20 est associée à la surface des OB (Figure 2.2 n à p).  
Ces résultats montrent que RD20, comme AtCLO1 et AtCLO2 est une protéine associée aux OB. 
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B. Contrôle transcriptionnel du gène RD20 
La coexistence au sein du génome d’Arabidopsis de plusieurs gènes codant des caléosines 
soulève la question d’une éventuelle redondance fonctionnelle au sein de cette famille multi-
génique. Dans un premier temps une analyse des profils d’expression des gènes de caléosine 
d’Arabidopsis a été entreprise à l’aide de logiciels d’analyse des bases de données micro-arrays afin 
de préciser les sites d’expression de ces différentes formes de caléosine (Winter et al., 2007; Hruz et 
al., 2008). Dans un second temps, des plantes transgéniques pRD20::GUS ou pRD20::RD20_GUS, 
exprimant respectivement la β-glucuronidase (GUS) ou une protéine de fusion RD20_GUS sous le 
contrôle de la séquence promotrice du gène RD20 ont été générées afin d’étudier le profil 
d’expression du gène RD20 au cours du développement et en réponse à diverses contraintes 
abiotiques, hormonales ou encore biotiques. Enfin, afin d’obtenir des données quantitatives sur le 
niveau d’expression du gène RD20 en réponse aux stress environnementaux chez Arabidopsis le 
niveau d’expression du gène a été analysé par RT-QPCR.  
1. Etude du profil d’expression des gènes de caléosine d’Arabidopsis 
thaliana à l’aide de bases de données micro-arrays  
Les bases de données répertoriant les résultats issus d’expériences de micro-arrays sont 
désormais largement accessibles et l’exploitation de ces données est d’une valeur indéniable pour 
associer un gène à un processus physiologique et pour comparer les profils d’expression des 
membres d’une famille multi-génique au cours du développement ou en réponse à différents stimuli. 
Le profil d’expression des gènes de caléosine a été analysé au cours du développement d’Arabidopsis 
à l’aide du logiciel eFP Browser qui regroupe les résultats issus d’expériences de micro-arrays 
générées dans le cadre du projet AtGenExpress (Winter et al., 2007). Les données d’expression 
générées dans le cadre de ce projet sont disponibles via la base de données « The Bio-Array 
Ressource for Plant Biology » ou BAR (http://bar.utoronto.ca/) et permettent d’accéder au profil 
d’expression d’un gène au cours du développement (Schmid et al., 2005), en réponse à de nombreux 
stimuli de nature biotique ou abiotique (Kilian et al., 2007) ou hormonaux (Goda et al., 2008). 
 
a. Profil d’expression des gènes de caléosine d’Arabidopsis thaliana au cours du 
développement 
Les données d’expression générées par Schmid et al. (2005) accessibles via le logiciel eFP 
browser indiquent une régulation différentielle des gènes de caléosine au cours du développement 
chez Arabidopsis (Schmid et al., 2005).  
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Que ce soit après 7 ou 14 jours de culture sur sol en lumière continue les gènes AtCLO3/RD20, 
AtCLO4 et AtCLO5 sont les seuls gènes de caléosine exprimés chez Arabidopsis. Le gène AtCLO3/RD20 
semble ne s’exprimer qu’au niveau des tissus aériens (cotylédons ou rosette) alors que les gènes 
AtCLO4 et AtCLO5 s’expriment dans l’ensemble des tissus, de plus leur expression apparaît plus 
intense au niveau racinaire qu’au niveau des tissus aériens (Figure 2.3 a et b). L’étude du profil 
d’expression des gènes de caléosine après la transition florale (soit après 3 semaines de culture sur 
sol en lumière continue) indique que le gène AtCLO3/RD20, est exprimé au niveau de la rosette, au 
niveau du premier entre-nœud ainsi qu’au niveau de la tige, et de façon plus importante au niveau 
des feuilles caulinaires (Figure 2.3 c). Inversement, les gènes AtCLO4 et AtCLO5 sont plus fortement 
exprimés au niveau du premier entre-nœud et de la tige qu’au niveau de la rosette ou au niveau des 
feuilles caulinaires.  
L’étude du profil d’expression des gènes de caléosine au cours de la floraison indique que les 
gènes AtCLO1 et AtCLO2 ne sont pas exprimés au niveau de la fleur ; le gène AtCLO3/RD20 est quand 
à lui significativement exprimé au cours de la floraison, l’expression du gène augmentant au cours de 
la maturation de la fleur (Figure 2.4 a). Les gènes AtCLO4 et AtCLO5 présentent un profil d’expression 
identique au gène AtCLO3/RD20 au cours de la floraison, cependant le niveau d’expression de ces 
deux gènes est sensiblement inférieur à celui observé chez AtCLO3/RD20. Enfin, le gène AtCLO7 
s’exprime de façon transitoire au cours de la floraison de même que le gène AtCLO8. L’étude du 
profil d’expression de gènes de caléosine au cours de la maturation de la graine indique que le 
niveau d’expression des gènes AtCLO1, AtCLO2, AtCLO4 et AtCLO5 augmente de façon quasi-
constante au cours de la maturation de la graine pour atteindre un niveau maximal d’expression au 
cours des dernières phases de développement de la graine (Figure 2.4 b). L’expression du gène 
AtCLO3/RD20 présente une tendance opposée puisque l’expression du gène diminue de façon 
constante au cours de la maturation de la graine. Les gènes AtCLO7 et AtCLO8 semblent quand à eux 
ne s’exprimer que très légèrement au cours des dernières étapes de maturation de la graine. On 
remarque également que les gènes AtCLO1 et AtCLO2 sont les seules caléosines significativement 
exprimées au niveau de la graine sèche ou après imbibition et qu’aucune expression des autres 
gènes de caléosine n’est détectée dans les graines sèches ou imbibées (Figure 2.4 b). 
Les données d’expression générées dans le cadre du projet AtGenExpress permettent également 
d’étudier le profil d’expression d’un gène d’intérêt en réponse à un large éventail de phytohormones 
(Goda et al., 2008) ou en réponse à différents stress abiotiques (Kilian et al., 2007) ou biotiques 
(Winter et al., 2007). Le profil d’expression du gène RD20 et des gènes de caléosine a donc été 
analysé en réponse à ces différents traitements pour évaluer la participation de chacun de ces gènes 
aux réponses des plantes aux contraintes de l’environnement.   
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b. Profil d’expression du gène RD20 et des gènes de caléosine d’Arabidopsis en 
réponse aux traitements hormonaux 
L’analyse des données d’expression générées par Goda et al. (2008) dans le cadre du projet 
AtGenExpress permet d’évaluer l’impact des différentes hormones végétales sur l’expression du gène 
RD20 et des autres gènes de caléosine d’Arabidopsis. En réponse à une application exogène d’ABA on 
observe une forte induction du gène RD20 dont l’expression est multipliée par 4 après 30min de 
traitement, par 25 après 1h de traitement et par 97 après 3h de traitement (Figure 2.5 a et c). En 
revanche l’expression des autres gènes de caléosine d’Arabidopsis ne semble ni induite, ni réprimée 
par l’application exogène d’ABA. En réponse à une application exogène de méthyl-jasmonate (MeJa), 
on observe également une induction de l’expression du gène RD20 ; l’expression du gène est 
respectivement multipliée par 3, par 6,3 et par 5 après 30min, 1h et 3h de traitement (Figure 2.5 b). 
L’expression des autres gènes de caléosine ne semble en revanche que très modérément altérée par 
l’application exogène de MeJa. Les autres traitements hormonaux n’entrainent pas de modification 
significative de l’expression du gène RD20 (Figure 2.5 c) ou des autres gènes de caléosine 
d’Arabidopsis.  
c. Profil d’expression du gène RD20 et des gènes de caléosine d’Arabidopsis en 
réponse aux contraintes abiotiques 
L’acide abscissique (ABA) et le méthyl-jasmonate (MeJa) sont des hormones connues pour être 
impliquées dans les mécanismes de tolérance aux stress abiotiques ou dans les mécanismes de 
tolérance aux contraintes biotiques, respectivement. L’induction de RD20 par ces hormones suggère 
que ce gène jouerait un rôle particulier parmi les caléosines d’Arabidopsis dans les réponses des 
plantes aux contraintes de l’environnement. Afin d’évaluer la contribution du gène RD20 dans les 
réponses aux différentes contraintes de l’environnement, le profil d’expression du gène RD20 a été 
déterminé en réponse à diverses contraintes abiotiques à partir des expériences de microarrays 
réalisées par Kilian et al. (2007) dans le cadre du projet AtGenExpress. Ces données indiquent que 
l’expression des gènes AtCLO1, AtCLO2, AtCLO4, AtCLO5 et AtCLO7 présente peu de variations en 
réponse aux différents stimuli abiotiques imposés (stress froid, osmotique, salin, hydrique, 
génotoxique, oxydatif, UV-B, blessure, ou forte température) (non montré). Contrairement aux 
autres gènes de caléosine d’Arabidopsis l’expression du gène RD20 apparaît modifiée en réponse à 
certaines de ces contraintes. En effet, l’expression de RD20 est significativement induite en réponse à 
un stress hydrique, osmotique ou salin ; en revanche, l’application d’un stress froid n’entraine pas de 
variation significative de l’expression du gène RD20 (Figure 2.6 a et b). Les profils d’expression 
observés en réponse à ces différents traitements présentent toutefois des différences notables. 
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En effet, en réponse à un stress osmotique ou salin on observe une induction plus tardive de 
l’expression de RD20 qu’en réponse à un stress hydrique (Figure 2.6 a et b). De façon intéressante, 
on remarque que l’impact de ces différents traitements sur l’expression du gène RD20 varie en 
fonction du tissu considéré. En effet, en réponse à un stress hydrique on observe une induction 
rapide et transitoire du gène au niveau de la rosette alors que l’on n’observe aucune variation de 
l’expression de RD20 au niveau du système racinaire (Figure 2.6 b et c). En réponse à un stress 
osmotique ou à un stress salin, on observe une induction rapide et transitoire de RD20 au niveau de 
la rosette ; le niveau maximum d’expression est atteint après 6h de traitement et rejoint un niveau 
d’expression proche du niveau de base au bout de 24h. Au niveau racinaire, on observe une 
induction plus tardive et de moindre amplitude en réponse aux stress osmotique et salin (Figure 2.6 
b et c). En revanche, que ce soit au niveau de la rosette ou au niveau du système racinaire, 
l’application d’un stress froid n’entraine pas de variation significative de l’expression du gène RD20 
par rapport aux plantes non stressées. A noter que l’application d’un stress oxydatif, génotoxique, de 
fortes températures ou encore d’UV-B n’entraine pas de modification significative de l’expression du 
gène RD20. 
d. Profil d’expression du gène RD20 et des gènes de caléosine d’Arabidopsis en 
réponse aux contraintes biotiques de l’environnement 
Dans la mesure où le gène RD20 est induit par de nombreux stimuli abiotiques et pour 
déterminer si RD20 est un gène de stress général ou spécifique de certains stimuli abiotiques, le 
profil d’expression de ce gène a également été analysé en réponse à divers pathogènes. Les données 
d’expression générées dans le cadre du projet AtGenExpress ont été utilisées pour déterminer le 
profil d’expression du gène RD20 en réponse à divers pathogènes et éliciteurs (Figure 2.7). Dans un 
premier temps le profil d’expression du gène RD20 a été analysé en réponse à diverses souches de la 
bactérie phyto-pathogène Pseudomonas syringae (Figure 2.7 a). L’expression du gène RD20 est 
induite par la forme virulente (DC3000) ou avirulente (avrRpm1) de la bactérie Pseudomonas 
syringae pv. tomato ; on observe en effet un niveau d’expression du gène RD20 multiplié par 13, 24h 
après inoculation. En revanche l’inoculation avec une souche de P syringae pv. tomato désarmée 
(DC3000 hrcC-) ou avec une souche non-hôte (P.syringae pv. phaseicola) n’entraine pas de 
modification importante du niveau d’expression de RD20 (Figure 2.7 a). En réponse à l’infection par 
l’oomycète Phytophtora infestans on n’observe pas de variation significative de l’expression du gène 
RD20 aux temps analysés (Figure 2.7 b). En revanche, on observe une induction significative de 
l’expression du gène RD20 en réponse à l’infection par le champignon phyto-pathogène Botrytis 
cinerea (Figure 2.7 c).  
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L’expression du gène RD20 est ainsi multipliée par 12, 18h et 48h après l’inoculation. 
L’application d’éliciteurs dérivés de bactéries ou d’oomycètes n’entraine pas de variation notable de 
l’expression du gène RD20 (Figure 2.7 d).  
 
La comparaison de profil d’expression des gènes de caléosine révèle que RD20 présente un 
patron d’expression atypique parmi les gènes de caléosine ; l’induction de l’expression du gène RD20 
en réponse à des contraintes abiotiques (stress osmotique, salin, hydrique), biotiques (B. cinerea et 
P.syringae) ou encore en réponse aux phytohormones (ABA et MeJa) font de ce gène un gène de 
réponse général au stress et suggère que RD20 joue un rôle différent des autres caléosines.  
 
2. Analyse de l’expression spatio-temporelle du gène RD20 à l’aide 
de plantes transgéniques pRD20::GUS et pRD20::RD20_GUS 
Afin de valider et de compléter ces données, des plantes transgéniques d’Arabidopsis exprimant 
une construction promoteur RD20 fusionné à la séquence codante du gène rapporteur GUS (lignée 
pRD20::GUS) ou exprimant une construction permettant d’induire l’expression d’une protéine de 
fusion RD20_GUS sous le contrôle du promoteur du gène RD20 (lignées pRD20::RD20_GUS) ont été 
générées. L’objet de cette 2ème construction est de déterminer si des éléments régulateurs de 
l’expression du gène RD20 sont présents au niveau des séquences introniques comme cela a été 
récemment démontré pour le gène AGL6 (AGAMOUS-LIKE6) (Schauer et al., 2009). La séquence 
promotrice utilisée correspond aux 1500pb situées en amont du codon d’initiation de la traduction 
du gène RD20 ; cette séquence correspond à la distance séparant le gène RD20 du gène At2g33385 
situé en amont du gène RD20 sur le chromosome 2 d’Arabidopsis.  
Les analyses de l’activité GUS ont été réalisées sur 3 lignées transgéniques indépendantes de 
génération T3 pour chacune des constructions. Les analyses de ségrégation réalisées au cours de la 
sélection des transformants suggèrent la présence d’insertions multiples chez toutes les lignées 
obtenues. Des plantes transformées avec une construction P35S::GUS ont été utilisées comme 
témoin pour étalonner les temps de coloration ; cette construction permet d’induire une expression 
constitutive forte du gène rapporteur grâce au promoteur CaMV35S du virus de la mosaïque du 
Chou-fleur.  
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a. Analyse de l’expression spatio-temporelle du gène RD20 au cours du 
développement  
Le profil d’expression du gène RD20 a donc été analysé au cours du développement 
d’Arabidopsis, de la germination jusqu’à la formation de graines matures. Dans la mesure où les 
plantes pRD20::GUS et les plantes pRD20::RD20_GUS présentent des profils d’expression identiques 
les résultats présentés sont issus de plantes pRD20::GUS.  
Aucune activité GUS n’est détectée chez les plantes pRD20::GUS au niveau de la graine sèche 
(Figure 2.8 a). Pour vérifier l’absence d’activité GUS au niveau de l’embryon, les téguments ont été 
retirés et les embryons extraits; la rupture du tégument confirme l’absence d’activité GUS au niveau 
de l’embryon (Figure 2.8 b). Au cours des premiers jours du développement (Figure 2.8 c et d) ou 
après 20 jours de culture in vitro (Figure 2.8 e) l’activité GUS n’est détectée qu’au niveau des tissus 
aériens (cotylédons, hypocotyle et feuilles). Aucune activité GUS n’est décelée au niveau de la racine. 
Une observation en microscopie optique de l’activité GUS au niveau des feuilles révèle que la 
séquence promotrice du gène RD20 confère aux plantes pR20::GUS une expression du gène au 
niveau des stomates (Figure 2.8 f à h) mais également au niveau des hydathodes, des vaisseaux 
conducteurs ainsi qu’à la base des trichomes (Figure 2.8 i). Les fleurs des plantes pRD20::GUS 
présentent une intense coloration aussi bien au niveau des sépales et des pétales qu’au niveau des 
étamines, du style, de l’ovaire et de la papille stigmatique (Figure2.8 j et k). L’activité GUS observée 
sur des siliques jeunes et vertes diminue au cours de la maturation pour devenir indétectable sur des 
siliques brunes et matures (Figure 2.8 l et m). Cette coloration des siliques jeunes est toutefois 
limitée aux tissus qui constituent l’enveloppe de l’ovaire ; aucune activité GUS n’est détectée sur les 
embryons au cours de leur développement comme l’illustre la dissection des siliques (Figure 2.8 n et 
o). 
L’analyse histochimique de l’activité GUS chez des plantules pRD20::GUS ou pRD20::RD20_GUS 
de génération T3 révèle un profil d’expression finement régulé au cours du développement et 
l’expression du gène RD20 apparaît limitée aux feuilles et aux inflorescences, puisqu’aucune 
expression du gène rapporteur n’est détectée au niveau du système racinaire. Les résultats obtenus 
avec les plantes pRD20::GUS ou pRD20::RD20_GUS présentent des profils d’expression identiques ce 
qui exclu la présence de séquences régulatrices majeures au niveau des séquences introniques du 
gène RD20.  
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b. Analyse de l’expression spatio-temporelle du gène RD20 en réponse aux 
stimuli abiotiques 
Afin d’évaluer l’impact d’un stress salin, osmotique ou d’une exposition prolongée au froid (4°C) 
ainsi que l’effet de la lumière sur le profil d’expression du gène RD20, des lignées transgéniques 
pRD20::GUS cultivées in vitro ont été transférées sur un milieu contenant soit du NaCl soit du 
mannitol, ou cultivées à 4°C ou à l’obscurité pendant 8h avant le prélèvement et la mise en évidence 
de l’activité GUS. La coloration observée en réponse aux stress salin et osmotique est plus intense 
qu’en condition contrôle (Figure 2.9 b et c), cependant le profil d’expression reste identique avec une 
coloration des tissus aériens (feuilles et hypocotyle) et une absence de signal au niveau racinaire. De 
façon similaire, la déshydratation de feuilles pRD20::GUS, obtenue en détachant les feuilles de la 
rosette et en les exposant à une température et à une hygrométrie ambiante pendant 2h, induit une 
augmentation de l’activité GUS par rapport aux plantes témoin (Figure 2.9 e et f). Dans ces 
conditions, aucune modification de localisation tissulaire de l’expression du gène rapporteur n’est 
observée. Chez des plantes pRD20::GUS exposées au froid (4°C) ou à l’obscurité aucune activité GUS 
n’est détectée (Figure 2.9 d). L’absence de signal observée chez les plantules pRD20::GUS exposées 
au froid indique que l’expression du gène RD20 est réprimée en réponse au froid. L’absence de 
coloration observée chez les plantules pRD20::GUS cultivées à l’obscurité indique que l’expression du 
gène RD20 est dépendante de la lumière et suggère que l’expression de RD20 dépend de la 
photopériode. Des feuilles pRD20::GUS sur lesquelles ont été réalisées des piqures à l’aide d’une 
aiguille présentent une forte activité du gène rapporteur au niveau des sites de lésion 2h après 
application du traitement ; ce résultat montre que le gène RD20 est un gène de réponse au stress 
mécanique (Figure 2.9 g). 
3. Régulation de l’expression de RD20 par l’acide abscissique (ABA)  
L’ensemble des données d’expression indiquent que l’ABA joue un rôle prépondérant dans 
l’expression du gène RD20. Afin de décrire plus précisément le profil d’expression du gène RD20 en 
réponse au stress hydrique et à l’ABA son niveau d’expression a été mesuré lors d’expériences de RT-
QPCR. Après 6 jours de culture in vitro, des plantules d’Arabidopsis d’accession Col-8 sont soit 
retirées de leur milieu de culture et placées sous un flux d’air pendant 2h pour induire une forte 
déshydratation des tissus, soit exposées à une application exogène d’ABA par pulvérisation (100µM). 
La cinétique d’expression des gènes RD20 et RAB18 (At1g43890), un gène marqueur des réponses à 
l’ABA et aux contraintes abiotiques (Lång and Palva, 1992; Mantyla et al., 1995) a ensuite été 
réalisée. Le gène TUB4 (At5g44340) codant pour la -tubuline4 d’Arabidopsis est utilisé pour 
standardiser les données d’expression.  
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Dans la mesure où l’expression du gène RD20 est régulée par la photopériode tous les résultats 
utilisent comme référentiel un échantillon non traité récolté au même point de cinétique que 
l’échantillon traité. Le rapport des niveaux d’expression entre échantillon traité et échantillon témoin 
pour chaque point de la cinétique permet de déterminer le facteur d’induction ou de répression du 
gène en réponse au traitement au cours du temps. Les données présentées sont la moyenne de 2 
réplicats  biologiques.  
En réponse à la déshydratation, on observe une augmentation rapide et transitoire de 
l’expression du gène RD20. Le niveau d’expression du gène RD20 est multiplié jusqu’à 40 fois après 
2h et tend à retrouver un niveau basal après 4h alors que le niveau d’expression de RAB18 présente 
une augmentation également rapide mais maintenue pendant au moins 4h (Figure 2.10 a). En 
réponse au stress salin le niveau d’expression du gène RD20 augmente pendant les 6 premières 
heures pour atteindre un maximum équivalent à 280 fois le niveau de base, le niveau d’expression 
diminue ensuite pour retourner au niveau de base après 12h de traitement. Le profil d’expression du 
gène RAB18 est identique à celui observé pour RD20 (Figure 2.10 b).  
En réponse au froid (4°C) le niveau d’expression du gène RD20 présente une augmentation 
constante de plus faible amplitude ; l’expression du gène est multipliée par 7,5 environ au bout de 
12h de traitement ; l’expression du gène RAB18 présente un profil similaire au gène RD20 (Figure 
2.10 c).  
Suite à l’application d’ABA, le niveau d’expression du gène RD20 augmente de façon constante 
au cours des deux premières heures et est multiplié par 150 deux heures après l’application exogène 
d’ABA ; la diminution observée par la suite suggère que le niveau d’expression retrouve son niveau 
basal dans les 24h qui suivent l’application exogène d’ABA. Le niveau d’expression du gène RAB18 
augmente rapidement et se maintient à un niveau élevé pendant au moins 12h (Figure 2.10 d).  
 
4. Analyse de l’expression du gène RD20 chez des mutants de 
perception ou de synthèse de l’ABA 
L’induction de l’expression du gène RD20 par un stress hydrique, salin ou osmotique ou encore 
par l’application d’ABA suggère que l’expression du gène RD20 est régulée par des voies de 
signalisation ABA-dépendantes. En effet, ces différents stress partagent des voies de signalisation 
communes faisant intervenir l’ABA (Yamaguchi-Shinozaki and Shinozaki, 2006; Umezawa et al., 
2010). Pour valider cette hypothèse une analyse de l’expression du gène RD20 a donc été entreprise 
par RT-QPCR chez des mutants d’Arabidopsis altérés dans leurs réponses à l’ABA.  
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Le mutant aba1.5 retenu pour cette analyse est altéré au niveau du gène codant une enzyme clé 
de la voie de biosynthèse de l’ABA, la Zéaxanthine Epoxydase ou ZEP ce qui rend ces plantes 
incapables de synthétiser l’ABA (Cf. Chapitre I, §A.2 et Figure 1.5) (Duckham et al., 1991; Rock and 
Zeevaart, 1991). La mutation dominante du gène ABI1 entraine chez les mutants abi1.1 une 
insensibilité à l’ABA tant au niveau de la germination et de la croissance racinaire qu’au niveau du 
contrôle de l’ouverture stomatique (Leung et al., 1994; Moes et al., 2008). Le gène ABI1 code une 
protéine phosphatase 2C de type A (PP2CA) et constitue un régulateur majeur des réponses à l’ABA 
impliqué dans la perception et dans les premières étapes de la signalisation ABA (Schweighofer et al., 
2004; Fujita et al., 2009; Vlad et al., 2009; Hubbard et al., 2010; Szostkiewicz et al., 2010). 
L’étude du niveau d‘expression du gène RD20 est réalisée à partir de plantes de 4 semaines dont 
les ARN totaux sont extraits directement (contrôle) ou après que les rosettes aient été séparées de 
leur système racinaire pendant 2h pour induire une intense et rapide déshydratation des tissus et 
ainsi induire l’expression du gène RD20 (déshydratation). En condition contrôle, seule une expression 
basale du gène RD20 est observée, aussi bien chez la lignée sauvage (Col-0) que chez les plantes 
mutantes abi.1.1 et aba1-5. En revanche, si l’expression du gène RD20 est significativement 
augmentée au niveau des feuilles de plantes sauvages après une déshydratation rapide, aucune 
augmentation significative du niveau d’expression du gène RD20 n’est observée chez les plantes 
mutantes aba1.5 et abi1.1 (Figure 2.10 e).  
Ces données démontrent que l’induction du gène RD20 en réponse à la déshydratation est 
dépendante de la production d’ABA et de l’activité de la protéine phosphatase 2C de type A, ABI1.  
 
5. Analyse de l’expression du gène RD20 en réponse à l’inoculation 
foliaire de la bactérie phyto-pathogène Pseudomonas syringae pv. 
tomato  
Le niveau d’expression du gène RD20 a été analysé par RT-QPCR lors de l’interaction 
d’Arabidopsis thaliana et de la bactérie phyto-pathogène Pseudomonas syringae pv tomato. Afin de 
déterminer si le gène RD20 participe aux réactions de défense mises en place lors d’interactions de 
type compatible ou incompatible deux souches bactériennes de P.syringae ont été utilisées. La 
souche DC3000 de P.syringae est virulente sur les plantes d’Arabidopsis d’écotype Col-0 alors que la 
souche avrRpt2, porteuse du gène d’avirulence du même nom, est avirulente et induit la réponse 
hypersensible (HR) sur les plantes d’Arabidopsis d’écotype Col-0 (Cuppels, 1986; Almeida et al., 
2008).  
 
 
 
96 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
élément cis séquence consensus Fréquence théorique 
AtCLO1 AtCLO2 AtCLO3 AtCLO4 AtCLO5 AtCLO6 AtCLO7 AtCLO8 
ABRE (C/T)ACGTGGC 0,007 0 0 
2 
(0,66/kb) 
0 0 0 0 0 
ABRE-like CACGTGGC 0,001 0 0 
6 
(2/kb) 
1 
(0,38/kb) 
0 
1 
(0,7/kb) 
0 0 
ABFs 
(C/G/T)ACGTG(G/T)(
A/C) 
0,124 0 0 
2 
(0,66/kb) 
0 0 0 0 0 
CBF2 CCACGTGG 0,003 0 0 
4 
(1,33/kb) 
0 0 0 0 0 
AtMYC2 CACATG 0,268 
3 
(1/kb) 
0 
2 
(0,66/kb) 
1 
(0,38/kb) 
0 0 0 0 
DRE-like 
(A/G/T)(A/G)CCGAC
N(A/T) 
0,099 
1 
(0,33/kb) 
1 
(1,34/kb) 
1 
(0,33/kb) 
0 
1 
(0,91/kb) 
0 0 0 
G-box CACGTG 0,134 0 0 
8 
(2,66/kb) 
2 
(0,76/kb) 
0 
2 
(1,4/kb) 
0 0 
GCC-box GCCGCC 0,134 
1 
(1,33/kb) 
0 0 
1 
(0,76/kb) 
0 0 0 0 
 
Tableau 2.2. Liste des cis-éléments identifiés dans les séquences promotrices des gènes de caléosine 
d’Arabidopsis à l’aide de la base de données AtCisDB. Pour chaque, gène le nombre de cis-éléments présents 
sur l’ensemble de la séquence promotrice est représenté. Le nombre entre parenthèse représente le nombre 
de cis-éléments présents sur 1Kb de séquence promotrice double brin. Pour chaque cis-élément la fréquence 
théorique d’apparition du motif sur 1Kb de séquence inter-génique double brin a été calculée d’après (Evrard 
et al., 2009).  
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En réponse à la souche DC3000 ou à la souche avrRpt2 le niveau d’expression du gène RD20 reste 
à son niveau de base pendant les 6 premières heures post-inoculation (hpi) puis augmente à 12hpi 
(Figure 2.11). L’augmentation observée au bout de ces 12h est plus importante en réponse à la 
souche avirulente avrRpt2 qu’en réponse à la souche virulente DC3000 ; le niveau d’expression du 
gène RD20 étant respectivement multiplié par 50 ou par 7 en réponse à la souche avrRpt2 ou 
DC3000. Ces données confirment les données issues d’expériences de microarrays et suggèrent que 
le gène RD20 est associé aux réponses observées suite à l’infection par la bactérie phyto-pathogène 
P.syringae.  
 
Ces données indiquent que l’expression du gène RD20, régulée d’une part par de nombreux 
facteurs abiotiques, est régulée d’autre part par des stimuli de nature biotique ce qui suggère que 
RD20 est un gène de stress « général ».  
6. Analyse bioinformatique des éléments cis-régulateurs présents au 
sein de la séquence promotrice du gène RD20 et des gènes de 
caléosine d’Arabidopsis 
L’analyse bioinformatique des séquences promotrices des gènes de caléosine d’Arabidopsis à été 
réalisée à l’aide de la base données AtCisDB (Palaniswamy et al., 2006). Les séquences promotrices 
sur lesquelles sont réalisées ces analyses sont issues de cette base de données et ne sont pas de 
tailles identiques. La taille des séquences promotrices des gènes AtCLO1, AtCLO2, AtCLO3/RD20, 
AtCLO4, AtCLO5, AtCLO6, AtCLO7 et AtCLO8 sont de 3000pb, 745pb, 3000pb, 2634pb, 1100pb, 
1423pb, 613pb et 758pb, respectivement. Les résultats de cette analyse des séquences promotrices 
des gènes de caléosine d’Arabidopsis sont résumés dans le tableau 2.2. L’analyse bioinformatique de 
la séquence promotrice du gène RD20 révèle la présence de 2 éléments cis de type ABRE (ABA 
Responsive Element) et de 6 éléments cis de type ABRE-like (Tableau 2.2). Comme leurs noms 
l’indiquent, ces éléments-cis sont fréquemment retrouvés dans les séquences promotrices de gènes 
répondant à l’ABA et aux stress osmotique et hydrique (Yamaguchi-Shinozaki and Shinozaki, 2005; 
Zhang et al., 2005; Fujii et al., 2007). La fréquence d’apparition des mêmes éléments exprimée pour 
1Kb de séquence promotrice est très largement supérieure à la fréquence théorique d’apparition de 
ces éléments cis sur 1kb de séquence inter-génique aléatoire (0,66 ABRE/kb et 2 ABRE-like/kb sur la 
séquence promotrice du gène RD20 contre 0,007 ABRE/kb et 0,001 ABRE-like/kb sur une séquence 
inter-génique aléatoire); la séquence promotrice du gène RD20 présente donc une hyper-
accumulation d’éléments cis de type ABRE et ABRE-like.  
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Le gène RD20 présente également 2 motifs de liaison aux facteurs de transcription de type ABF 
(ABRE Binding Factor) qui reconnaissent diverses séquences ABRE (Choi et al., 2000) et la fréquence 
d’apparition observée est supérieure à la fréquence théorique d’apparition sur une séquence inter-
génique aléatoire.  
Quatre motifs de liaison au facteur de transcription CBF2 sont retrouvés. Cet activateur 
transcriptionnel est impliqué dans la réponse au froid mais exerce également un rôle de régulateur 
négatif de la sénescence induite par l’ABA, le JA et le SA (Sharabi-Schwager et al., 2010b; Sharabi-
Schwager et al., 2010a). La séquence promotrice du gène RD20 présente une hyper-accumulation de 
motifs de liaison à CBF2 par rapport à une séquence aléatoire.  
La séquence promotrice du gène RD20 présente 2 sites de liaison au facteur de transcription 
AtMYC2, ce facteur de transcription de type bHLH est un activateur transcriptionnel des gènes induits 
par l’ABA en réponse au stress hydrique (Abe et al., 2003; Yamaguchi-Shinozaki and Shinozaki, 2005) 
mais également un acteur clé de la signalisation jasmonate impliquée dans la réponse aux 
pathogènes nécrotrophes, aux insectes, ou à la blessure (Chini et al., 2007; Chini et al., 2009; 
Memelink, 2009). La fréquence d’apparition de ce motif sur la séquence promotrice du gène RD20 
apparaît elle aussi supérieure à la fréquence théorique d’apparition sur une séquence intergénique 
aléatoire.  
Par contre, un seul motif de type DRE-Like (Dehydration Responsive Element) est retrouvé au 
niveau de la séquence promotrice du gène RD20. Les facteurs de transcription de type DRE-like sont 
impliqués dans la réponse tardive au froid et dans la réponse au stress hydrique et osmotique au 
travers de voies de signalisation ABA-indépendantes (Chen et al., 2002; Yamaguchi-Shinozaki and 
Shinozaki, 2005) . 
Enfin, 8 motifs de type G-Box sont retrouvés, ces éléments sont associés aux gènes activés par les 
jasmonates et inhibés par l’éthylène. Le facteur de transcription AtMYC2 interagit avec les cis-
éléments de type G-Box pour activer les gènes induits uniquement par les jasmonates (Memelink, 
2009). La fréquence d’apparition des éléments cis de type G-Box est plus importante que la 
fréquence théorique d’apparition sur une séquence inter-génique aléatoire. 
L’analyse bioinformatique des autres gènes de caléosine d’Arabidopsis révèle l’absence 
d’éléments cis de type ABRE, ABF ou CBF2 au niveau de leurs séquences promotrices respectives 
(tableau 2.2). Les séquences promotrices des gènes AtCLO4 et AtCLO6 sont les seules parmi les 
séquences promotrices des autres gènes de caléosine à présenter des éléments cis de type ABRE-like. 
Néanmoins, bien que la fréquence d’apparition de ces éléments cis soit supérieure à la fréquence 
théorique on note une plus forte densité d’éléments cis de type ABRE-like au niveau de la séquence 
promotrice du gène RD20 qu’au niveau des séquences promotrices des gènes AtCLO4 et AtCLO7.   
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On retrouve des sites de liaison au facteur de transcription AtMYC2 au niveau des séquences 
promotrices des gènes AtCLO1 et AtCLO4 : la séquence promotrice du gène AtCLO1 présente 3 sites 
de liaison au facteur de transcription AtMYC2 tandis que la séquence promotrice du gène AtCLO4 
n’en présente qu’un seul. On note la présence d’un élément cis de type DRE-like au niveau de la 
séquence promotrice des gènes AtCLO1, AtCLO2 et AtCLO5, en revanche aucun motif de type DRE-
like n’est identifié au niveau des séquences promotrices des gènes AtCLO4, AtCLO6, AtCLO7 et 
AtCLO8. Deux cis-éléments de type G-Box sont identifiés au niveau des séquences promotrices des 
gènes AtCLO4 et AtCLO6 mais aucune G-box n’est présente au niveau des séquences promotrices des 
gènes AtCLO1, AtCLO2, AtCLO5, AtCLO7 et AtCLO8. Enfin, les gènes AtCLO1 et AtCLO4 sont les seuls 
gènes de caléosine à présenter des éléments-cis de type GCC Box au niveau de leur séquence 
promotrice. Ces cis-éléments sont retrouvés au niveau de promoteurs induits conjointement par les 
jasmonates et l’éthylène (Memelink, 2009) 
L’analyse bioinformatique des séquences promotrices des gènes de caléosine révèle une hyper-
accumulation d’éléments cis impliqués dans la réponse au stress hydrique, à l’ABA ou encore aux 
jasmonates au niveau de la séquence promotrice du gène RD20 comparée aux autres séquences 
promotrices de caléosine d’Arabidopsis. Ces résultats mettent en avant la singularité du gène RD20 
vis-à-vis des autres gènes de caléosine d’Arabidopsis et confortent l’hypothèse d’une implication du 
gène RD20 dans les réponses aux contraintes de l’environnement chez Arabidopsis.  
 
7. Etude de la co-régulation des gènes de caléosine 
Dans le but d’obtenir une image plus complète des profils d’expression des gènes de caléosine 
les uns par rapport aux autres, le logiciel Arabidopsis Co-Expression DataMining Tool a été utilisé. Il 
permet de comparer, à partir des données issues d’expériences de micro-arrays, le profil 
d’expression de gènes deux à deux au cours du développement, en réponse à de nombreux 
traitements et chez de nombreux mutants d’Arabidopsis (Manfield et al., 2006). Un fort degré de 
corrélation entre les profils d’expression de deux gènes suggère leur implication dans des processus 
biologiques et physiologiques communs. La comparaison des profils d’expression des gènes de 
caléosine entre eux a été réalisée et les résultats obtenus sont illustrés Figure 2.12. La répartition du 
nuage de points selon une droite axée sur la diagonale comme observée lors de la comparaison des 
profils d’expression des gènes AtCLO1 et AtCLO2 indique que ces gènes présentent des profils 
d’expression proches et suggèrent qu’ils sont impliqués dans des processus physiologiques 
identiques (Figure 2.12 a).  
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En revanche lorsque l’on observe une répartition très hétérogène des différents points de 
comparaison, comme c’est le cas pour les autres gènes de caléosine, cela montre que ces gènes ont 
des profils d’expression distincts ce qui conforte l’hypothèse de caléosines participant à des 
mécanismes physiologiques différents.  
Les résultats indiquent également que parmi les gènes de caléosine, seuls les gènes AtCLO1 et 
AtCLO2 ont des profils similaires et il n’est donc pas à exclure que les autres caléosines, y compris 
RD20, participent à des processus biologiques très variés en fonction du stade de développement ou 
en réponse à des stimuli de l’environnement. 
 
C. Conclusions 
L’alignement et l’analyse de la séquence protéique de RD20 et des autres caléosines 
d’Arabidopsis révèle la conservation de motifs impliqués dans la liaison du Ca2+, dans l’association de 
ces protéines à la membrane de vésicules lipidiques (région centrale hydrophobe et motif prolin-
knot), ainsi que la conservation d’acides aminés essentiels à l’activité péroxygénase. La localisation 
subcellulaire d’une protéine de fusion RD20_GFP_GUS dans des cellules épidermiques d’oignons a 
permis de confirmer l’adressage de la protéine RD20 aux OB. L’étude des profils d’expression à l’aide 
de logiciels exploitant les données issues d’expériences de micro-arrays indiquent que les gènes de 
caléosine d’Arabidopsis sont différemment régulés au cours du développement ou en réponse à des 
stimuli de nature biotiques, abiotiques ou hormonaux. En effet, au cours du développement les 
gènes AtCLO1 et AtCLO2, apparaissent exclusivement exprimés pendant la maturation de la graine, 
les gènes AtCLO4 et AtCLO5 sont eux aussi exprimés au niveau de la graine et dans une moindre 
mesure au niveau du système racinaire et des organes reproducteurs. L’expression du gène AtCLO7 
apparaît quand à elle limité à la fleur tandis que l’expression du gène AtCLO8 reste quasiment 
indétectable au cours du développement.  
Le gène RD20 est quand à lui faiblement exprimé au cours des premières étapes de la maturation 
de la graine ainsi qu’au niveau des feuilles ou de la fleur. Contrairement aux autres gènes de 
caléosine d’Arabidopsis le gène RD20 est associé aux réponses des plantes à de nombreux stress 
abiotiques (stress hydrique, salin, osmotique), dans la réponse à l’ABA et dans en une moindre 
mesure aux jasmonates ainsi que dans la réponse à certains pathogènes (P.syringae et B.cinerea). 
L’étude de plantes pRD20::GUS et pRD20::RD20_GUS montrent que l’induction du gène par les stress 
hydrique, salin et osmotique est observée au niveau de la rosette et qu’elle est absente au niveau 
racinaire quelque soit le traitement.  
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L’analyse de plantes pRD20::GUS a également mis en évidence l’expression du gène RD20 au 
niveau des stomates, ces données sont confortées par une analyse micro-array comparée des gènes 
différentiellement exprimés au niveau de cellules du mésophylle ou au niveau de cellules de garde en 
réponse à l’ABA (Leonhardt et al., 2004). Les différents stress induisant l’expression du gène RD20 
ont comme particularité d’entrainer l’activation de voies de signalisation ABA-dépendantes et nous 
avons montré l’importance des ces voies de signalisation dans la régulation de l’expression du gène 
RD20 grâce à l’utilisation de mutants insensible à l’ABA (abi1.1) ou incapable de le synthétiser 
(aba1.5). Comme l’indique les résultats de RT-QPCR, l’induction du gène RD20 en réponse à l’ABA, au 
stress hydrique ou salin est rapide et transitoire ; ce profil d’expression est généralement associé à 
des gènes impliqués dans la signalisation alors qu’une expression tardive est généralement associée 
à des gènes impliqués dans le métabolisme, le transport et la détoxication cellulaire (Bray, 2004). Le 
gène RD20 est également induit en réponse à la blessure, stimuli qui entraine l’activation de voies de 
signalisation JA-dépendantes. L’expression du gène RD20 est en revanche réprimée à l’obscurité, ce 
qui indique que l’expression est dépendante de la lumière et suggère une éventuelle régulation du 
gène RD20 par la photopériode.  
L’ensemble des données d’expression est conforté par l’analyse des promoteurs de gènes de 
caléosine qui met en évidence chez RD20 une hyper-accumulation de cis-éléments impliqués dans les 
réponses à l’ABA et aux stress hydrique, salin ou osmotique, mais aussi dans la réponse aux 
Jasmonates. Ces données indiquent également que la protéine RD20 joue vraisemblablement un rôle 
particulier parmi les caléosines d’Arabidopsis notamment dans la réponse aux stress de 
l’environnement et plus particulièrement dans la réponse aux stress hydrique, salin et osmotique qui 
déclenchent l’activation des voies de signalisation ABA-dépendantes.  
 
Dans le chapitre suivant, je détaillerais les résultats issus de l’analyse fonctionnelle du gène RD20 
entreprise au travers d’une approche de génétique inverse, basée sur la caractérisation de lignées 
knock-out et sur la génération de lignées sur-exprimant le gène RD20. Ces lignées d’Arabidopsis ont 
été utilisées dans le but d’évaluer la contribution de RD20 dans les étapes du développement des 
plantes mais également en réponse à divers stress environnementaux avec un intérêt particulier 
pour le stress hydrique.  
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Chapitre 3 - Analyse Fonctionnelle in planta du gène RD20 
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A. Identification et caractérisation d’une lignée mutante 
pour le gène RD20 (KO rd20) 
Afin d’évaluer le rôle de la protéine RD20 dans le développement et les réponses des plantes aux 
contraintes abiotiques, une approche de génétique inverse a été mise en place. Des mutations 
provoquées par l’insertion d’un ADN-T au niveau de la séquence codante du gène At2g33380 ont 
donc été recherchées dans les bases de données de mutants ADN-T d’Arabidopsis. Deux mutants 
ADN-T issus de la collection de mutants ADN-T de l’INRA de Versailles générée dans le fond 
génétique Ws-4 ont été identifiés dans la base de données FST FlagDB/FST 
(http://urgv.evry.inra.fr/projects/FLAGdb++/HTML/index.shtml). Ces mutants correspondent aux 
clones FST 239D11 et FST 237F07. L’analyse des FSTs montrant que les 2 lignées présentent une 
insertion au même endroit sur le deuxième exon, seule la lignée DSA78 correspondant à la FST 
237F07 a été retenue afin d’évaluer l’effet de la perte d’expression du gène RD20 sur la physiologie 
des plantes d’Arabidopsis.  
L’ADN-T pGKB5 utilisé pour générer la collection de mutants de l’INRA de Versailles porte les 
gènes nptII et bar conférant respectivement une résistance à un antibiotique, la kanamycine et à un 
herbicide, le Basta (Figure 3.1 a). Des plantes de génération T3 de la lignée DSA78 ont été 
autofécondées et les graines des 30 lignées de génération T4 (T4.1 à T4.30) ont été testées pour leur 
résistance à la kanamycine afin d’identifier des individus homozygotes pour l’insertion de l’ADN-T. 
Parmi ces lignées, 3 lignées (T4.3, T4.4 et T4.12) présentant 100% de plantes résistantes, 16 lignées 
présentant 100% de plantes sensible et 11 lignées présentant 75% de plantes résistantes et 25% de 
plantes sensibles ont été identifiées. Ces données suggèrent que la lignée DSA78 comprend une 
seule insertion de l’ADN-T dans son génome, et que les lignées T4.3, T4.4 et T4.12 sont homozygotes 
pour l’ADN-T, que les plantes sensibles ont perdu l’ADN-T et que les 11 autres sont hémizygotes pour 
l’ADN-T. Afin de confirmer que les lignées présentant 100% de résistance à la kanamycine sont 
homozygotes pour la mutation, une amplification PCR de la séquence génomique de RD20 a été 
effectuée à l’aide d’amorces situées de part et d’autre du site d’insertion de l’ADN-T ou sur le T-DNA. 
Les résultats obtenus confirment l’état de zygotie des lignées retenues (Figure3.1 b).  
Le séquençage des bordures de l’insertion ADN-T confirme la localisation du site d’insertion de 
l’ADN-T au niveau du 2ème exon du gène RD20 (Figure 3.1, a). Enfin, le nombre d’insertion ADN-T a 
été analysé par Southern blot sur la lignée rd20 T4.3. Pour ce faire l’ADNg a été extrait puis digéré 
par les enzymes BglII, EcoRI ou SalI. Les 1640 nucléotides qui constituent la séquence génomique du 
gène RD20 ne contiennent aucun site de restriction BglII, EcoRI ou SalI. L’ADN-T pGKB5 présente 
quand à lui 1 copie de chacun des sites de restriction EcoRI, BglII et SalI (Figure 3.1 a).   
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L’hybridation de l’ADNg digéré par BglII révèle la présence d’une bande légèrement inférieure à 
10kb, l’hybridation de l’ADNg digéré par EcoRI révèle la présence d’une bande d’environ 6kb, enfin 
l’hybridation de l’ADNg digéré par SalI révèle la présence d’une bande légèrement supérieure à 10kb 
(Figure 3.1 c). La taille théorique des fragments générés reconnus par la sonde nptII a été déterminée 
à l’aide de logiciels de prédiction de profils de digestion enzymatique 
(http://bio.lundberg.gu.se/cutter2/ et http://www.bioinformatics.org/sms/index.html). Les résultats 
de ces digestions enzymatiques virtuelles indiquent que l’ADNg digéré par BglII, EcoRI, ou SalI génère 
des fragments de 8,6kb, 5,9kb ou de 11,5 kb minimum. Le profil d’hybridation observé est cohérent 
avec le profil théorique déterminé in silico et indique une insertion unique de l’ADN-T au niveau d’un 
seul locus chez le mutant rd20. Ce résultat est conforté par les résultats des tests de ségrégation.  
B. Génération et caractérisation de lignées d’Arabidopsis 
sauvages ou mutantes (rd20) sur-exprimant le gène RD20  
Dans la mesure où une seule lignée mutante KO rd20 a pu être identifiée, des plantes sauvages 
[Col-8] et des plantes KO rd20 [Ws-4] ont été transformées avec une construction permettant 
respectivement, d’induire la sur-expression du gène RD20 sous le contrôle du promoteur CaMV35S 
(Figure 3.2 a) et de complémenter la perte de fonction du gène RD20 par une expression constitutive 
du gène RD20. Les plantes ainsi transformées sont dénommées ORC pour Over-expression of RD20 in 
Col-8 et ORK pour Over-Expression of RD20 in KO rd20 (Figure 3.2 a et b).  
Les graines issues des plantes transformées ont été sélectionnées pour leur résistance à 
l’hygromycine afin d’identifier des transformants primaires (T1). Pour chaque transformation, dix 
lignées de génération T1 présentant une résistance à l’hygromycine ont été identifiées et 
autofécondées, puis les graines de génération T2 ont été sélectionnées pour leur résistance à 
l’hygromycine. Sur la centaine de lignées T2 sélectionnées, les lignées présentant des taux de 
ségrégation de type ¾ résistants et ¼ sensibles ont été isolées ; les lignées ORC et ORK de génération 
T2 ainsi identifiées ont été autofécondées et les graines récoltées. Les graines de génération T3 ainsi 
obtenues ont été sélectionnées une dernière fois sur hygromycine pour identifier des lignées ORC et 
ORK présentant 100% de résistance à l’hygromycine. Trois lignées ORC de génération T3 ont été 
identifiées (ORC2.2, ORC2.5 et ORC3) ainsi que 3 lignées ORK (ORK1, ORK2, et ORK5). Une analyse 
par Southern blot génomique des lignées transgéniques ORC et ORK a été réalisée afin de déterminer 
le nombre de copies de l’ADN-T au sein de leurs génomes respectifs (Figure 3.2 c).  
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L’ADNg des lignées ORC et ORK a été digéré par les enzymes de restriction EcoRI ou EcoRV. 
Après migration éléctrophorétique l’ADNg ainsi digéré a été hybridé avec une sonde radio-marquée 
spécifique de la séquence promotrice (2X)CaMV35S de l’ADN-T P35S::RD20 (Figure 3.2 a). Etant 
donné la position des 2 sites de restriction EcoRV et du site de restriction EcoRI au niveau de l’ADN-T 
P35S::RD20 on s’attend à observer, dans le cas d’une insertion unique de l’ADN-T à un seul locus, 2 
bandes supérieures ou égales à 2,2kb et 2,4kb pour l’ADNg digéré par EcoRI. Pour l’ADNg digéré par 
EcoRV on s’attend à observer 2 bandes, l’une supérieure ou égale à 1kb et l’autre dont la taille doit 
être d’exactement 2,1kb. 
L’hybridation de l’ADNg ORC2.2 digéré par EcoRI dévoile la présence de 2 bandes de 4kb et 
12kb environ alors que l’hybridation de l’ADNg ORC2.5 digéré par EcoRI révèle la présence de 2 
bandes de 3 et 3,5kb environ, enfin l’hybridation de l’ADNg ORC3 par EcoRI révèle la présence de 2 
bandes de 5kb et 11kb, environ. L’hybridation de l’ADNg digéré par EcoRV révèle chez les 3 lignées 
ORC la présence de 2 bandes. On observe chez les 3 lignées ORC une bande de 2kb environ. La taille 
de ce fragment correspond approximativement au fragment de 2137pb généré par la digestion de 
l’ADN-T P35S::RD20 par EcoRV (Figure 3.2 a). La taille du second fragment révélé par l’hybridation de 
l’ADNg digéré par EcoRV varie selon le génotype considéré. Ce second fragment est de 7,5kb environ 
chez la lignée ORC2.2, de 6kb environ chez la lignée ORC2.5 et de 3,5 kb chez ORC3. L’ensemble de 
ces résultats indiquent que les 3 lignées ORC présentent une insertion unique de l’ADN-T P35S::RD20 
à un seul locus. Indifféremment de l’enzyme de restriction considérée l’hybridation de l’ADNg issu 
des lignées ORK révèle la présence de 3 bandes chez les lignées ORK1 et ORK2 et de 4 bandes chez la 
lignée ORK5. Ces résultats indiquent que le génome des lignées ORK présente des insertions 
multiples de l’ADN-T P35S::RD20.  
Une analyse du niveau d’expression du gène RD20 chez les lignées transgéniques ORC et ORK 
a été réalisée par Dot blot. Les résultats obtenus indiquent que les lignées ORC2.2, ORC2.5, ORC3 
présentent des niveaux d’expression du gène RD20 respectivement multipliés par 1,8; 9 et 14 par 
rapport à la lignée sauvage Col-8 (Figure 3.3 a). Les lignées KO rd20 complémentées ORK1, ORK2 et 
ORK5 présentent quand à elles des niveaux d’expression du gène RD20 respectivement multipliés par 
7 ; par 5,6 et par 7,9 par rapport à la lignée sauvage Ws-4 (Figure 3.3 b). Enfin, dans la mesure où 
RD20 appartient à une famille multigénique, et pour déterminer si la perte d’expression, ou si la sur-
expression du gène entrainent des modifications du niveau d’expression des autres gènes de 
caléosine, des expériences de RT-PCR semi-quantitatives ont été réalisées à l’aide de couples 
d’amorces spécifiques. Les ARN ont été extraits à partir de rosettes déshydratées ou non des lignées 
sauvages, KO, ORK et ORC.    
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Les résultats ne montrent aucune variation significative des niveaux d’expression des gènes 
AtCLO1, AtCLO2, AtCLO4 et AtCLO7 chez les différents génotypes analysés (Figure 3.4 a et b). La perte 
d’expression ou la sur-expression du gène RD20 n’altère donc pas l’expression des autres gènes de 
caléosine d’Arabidopsis dans les conditions testées.  
C. Croissance et développement du mutant rd20 et des 
lignées transgéniques ORC / ORK 
L’analyse du développement en conditions standard de culture (9h/ 15h - 22°C/ 20°C – 70% H.R) 
a été réalisée chez les différents génotypes. Les résultats montrent que la perte d’expression ou 
l’expression constitutive du gène RD20 n’entrainent pas de modifications morphologiques ou 
développementales majeures au cours de la croissance végétative (Figure 3.5).  
Cependant, la sur-expression du gène RD20 semble entrainer chez les plantes d’accession Col8 
un raccourcissement de la phase de croissance végétative et une transition florale plus précoce que 
chez les plantes sauvages. L’apparition des hampes florales a lieu quelques jours plus tôt chez les 
plantes ORC que chez les plantes sauvages Col-8 (Figure 3.6). Une bonne corrélation existe entre ce 
phénotype et le niveau de sur-expression du gène RD20 : en effet, plus le niveau d’expression du 
gène RD20 est élevé, plus la floraison est précoce.  
 
1. Influence de la perte d’expression ou de la sur-expression du gène 
RD20 sur la croissance et le développement d’Arabidopsis en situation 
de déficit hydrique prolongé 
Afin de mieux comprendre le rôle joué par le gène RD20 dans la physiologie des plantes sous 
stress, le comportement des plantes KO rd20 et des lignées transgéniques ORC et ORK a été comparé 
à celui de plantes sauvages en situation de déficit hydrique prolongé à l’aide de la plateforme de 
phénotypage PHENOPSIS (Granier et al., 2006). Ce travail a été réalisé dans le cadre du programme 
ANR «Towards improvement of water use efficiency in plants : integrated approaches to control 
stomatal aperture and transpirational water loss ».  
L’utilisation de la plateforme de phénotypage PHENOPSIS permet d’imposer et de maintenir 
une teneur en eau relative du sol (TE) à une valeur définie et d’analyser le comportement de plantes 
en réponse à différentes teneurs en eau du sol. L’analyse du comportement des génotypes d’intérêt 
a été réalisée en condition témoin (0,35g H20 par g de sol sec, soit une TE = 35%) ainsi qu’en 
condition de stress hydrique modéré (0,20g H20 par g de sol sec, TE = 20%) ou intense (0,16g H20 par 
g de sol sec, TE = 16%).   
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Le contenu en eau du sol est déterminé avant le semis afin d’estimer le contenu initial en eau 
dans chaque pot puis les variations du poids de chaque pot sont mesurées automatiquement à 
intervalles réguliers par l’automate et des photographies individuelles de chaqueplante sont réalisées 
après chaque pesée. L’état hydrique du sol est maintenu à la valeur désirée grâce à un ajustement 
automatique du contenu en eau du pot en fonction du poids cible déterminé après correction du 
poids de la plante. Le traitement est imposé dès l’apparition de la 2ème feuille et les plantes sont 
cultivées jusqu’à l’apparition des premières siliques (stade 5.10 du développement d’Arabidopsis 
décrit par (Boyes et al., 2001)) puis le matériel végétal est récolté afin de mesurer divers paramètres 
morphologiques et biochimiques permettant d’évaluer la croissance des génotypes d’intérêt 
(nombre total de feuilles, poids frais/poids sec, surface foliaire, épaisseur des feuilles, contenu en 
matière sèche, surface spécifique, densité cellulaire et stomatique, teneur en ABA endogène). Les 
figures 3.7 et 3.8 présentent des échantillons représentatifs des génotypes d’accession Ws-4 et Col-8 
cultivés dans les conditions décrites précédemment. 
 
a. Nombre de feuilles 
L’influence de l‘état hydrique du sol sur la croissance des génotypes d’intérêt est évaluée en 
mesurant le nombre de feuilles produites (Figure 3.9 a). L’imposition d’un stress hydrique modéré 
(TE 20%) ou intense (TE 16%) entraine une diminution de nombre de feuilles chez tous les génotypes 
analysés et ce quelque soit l’accession considérée. L’imposition d’un stress hydrique modéré (TE 
20%) entraine chez les plantes d’accession Ws-4 une réduction du nombre de feuilles comprise entre 
13% et 17% par rapport à la situation contrôle (TE 35%) ; cette tendance s’accentue avec l’intensité 
du stress puisqu’on observe une réduction du nombre de feuilles comprises entre 15% et 20% en 
réponse à une TE de 16%. Cependant aucune différence significative n’est observée entre les 
génotypes Ws-4, KO rd20 et ORK5. 
La réduction du nombre de feuilles en réponse au stress hydrique est plus marquée chez les 
plantes d’accession Col-8. En condition contrôle les plantes ORC2.2, qui présentent un niveau 
d’expression du gène RD20 multiplié par 1,8, présentent un nombre de feuilles légèrement inférieur 
aux plantes sauvages Col-8 (-9,6%), toutefois cette variation n’apparaît pas statistiquement 
significative. En condition contrôle, les plantes ORC3 chez qui le niveau d’expression du gène RD20 
est multiplié par 14 présentent une réduction significative du nombre total de feuilles par rapport 
aux plantes sauvages Col-8 (-22,9%). En réponse à un stress hydrique modéré (TE 20%) le nombre 
total de feuilles des plantes Col-8, ORC2.2 et ORC3 est respectivement réduit de 30,7%, 27,9% et de 
34,1%, par rapport à la condition témoin (TE 35%).   
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En condition de stress hydrique modéré on note toujours chez les plantes ORC2.2 un nombre 
total de feuilles légèrement inférieur aux plantes sauvages Col-8 (-5,9%) alors que les plantes ORC3 
présentent un nombre total de feuilles significativement moins important que les plantes sauvages 
Col-8 (-26,6%).  
En réponse à un stress hydrique intense le nombre total de feuilles des plantes Col-8, ORC2.2 et 
ORC3 est respectivement réduit de 44,4%, 32,9% et de 34,1%, par rapport à la condition témoin (TE 
35%) et de 19,7%, 6,9% et de 0,03% par rapport à la condition de stress hydrique modéré. En 
condition de stress hydrique intense les plantes ORC2.2 présentent un nombre de feuilles 
significativement supérieur aux plantes ORC3 et aux plantes sauvages Col-8 (+19,3 et +9,0%, 
respectivement). La sur-expression du gène RD20 chez des plantes d’accession Col-8 est corrélée à 
une inhibition du nombre de feuilles produites en condition contrôle et en condition de stress 
hydrique. 
 
b. Poids frais 
Dans un second temps, le poids frais de la rosette (PF) a été mesuré pour étudier l’influence de 
l’état hydrique du sol sur la production de biomasse chez les génotypes d’intérêt (Figure 3.9 b). 
Quelque soit l’accession considérée on observe une diminution significative du PF en réponse au 
stress hydrique. Plus le stress hydrique imposé est intense plus le PF diminue. Les plantes d’accession 
Ws-4 présentent un PF significativement inférieur aux plantes d’accession Col-8 quelque soit l’état 
hydrique du sol.  
En réponse à un stress hydrique modéré (TE 20%) la réduction du PF de la rosette est de 
l’ordre de 70% à 80% pour l’ensemble des génotypes par rapport à la situation contrôle et entre 83% 
et 89% pour un stress plus intense (TE 16%). Chez des plantes d’accession Ws-4, la perte d’expression 
ou la sur-expression du gène RD20 n’entraine pas de variation significative du PF par rapport aux 
plantes sauvages. Chez des plantes d’accession Col-8, un faible niveau de sur-expression du gène 
RD20 n’entraine pas de variation significative du PF par rapport aux plantes sauvages quelque soit 
l’état hydrique du sol. En revanche, un niveau élevé d’expression du gène RD20 entraine une 
réduction significative du PF par rapport aux plantes sauvages. En condition contrôle les plantes 
ORC3 présentent une réduction du PF de 29% par rapport aux plantes sauvages Col-8, de 50,9% en 
condition de stress hydrique modéré et de 48,9% en condition de stress hydrique intense. La sur-
expression du gène RD20 entraine donc, chez des plantes d’accession Col-8, une réduction 
significative du poids frais de la rosette quelque soit l’état hydrique du sol. 
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c. Contenu en matière sèche 
Le contenu en matière sèche de la rosette (CMSR), qui représente le rapport entre poids sec et 
poids frais de la rosette, et la surface spécifique de la rosette (SSR), qui représente la surface foliaire 
produite par unité de masse sèche sont des indicateurs couramment utilisés en écophysiologie pour 
estimer la stratégie d’utilisation des ressources par la plante. Il existe en effet au sein de la plante un 
compromis permanent entre deux stratégies opposées : une assimilation rapide des ressources 
favorisant la croissance de la plante et une conservation des ressources qui permet d’assurer plus 
efficacement la protection des tissus (Vaieretti et al., 2007). Les plantes favorisant une production 
rapide de la biomasse sont caractérisées par un CMSR faible et une SSR élevée, à l’inverse, des 
plantes favorisant une conservation efficace des nutriments au détriment de la croissance, sont 
caractérisées par un CMSR élevé et une SSR faible (Li et al., 2005). L’influence de la perte de fonction 
ou de la sur-expression du gène RD20 sur la stratégie d’allocation des ressources en réponse à 
différentes intensités de stress hydrique a donc été évaluée en mesurant le CMSR et la SSR des 
génotypes d’intérêt.  
Les résultats obtenus indiquent que le CMSR suit une évolution contraire au PF ; plus la 
fraction d’eau disponible dans le sol est faible plus le contenu en matière sèche de la rosette 
augmente (Figure 3.10 a). Cette réponse est toutefois beaucoup plus marquée chez les plantes 
d’accession Ws-4 que chez les plantes d’accession Col-8. L’augmentation du contenu en matière 
sèche observée chez les plantes d’accession Ws-4 par rapport à la situation témoin est comprise 
entre 26% et 31% en réponse à une TE de 20%, et entre 90% et 110% pour une TE de 16%. Aucune 
différence significative n’est cependant observée entre les génotypes Ws-4, KO rd20 et ORK5.  
En condition contrôle, les plantes ORC3 présentent une réduction significative (-12%) du CMSR 
par rapport aux plantes sauvages Col-8 et aux plantes ORC2.2. En condition de stress hydrique 
modéré les plantes ORC3 présentent également une réduction significative (-8,4%) du CMSR par 
rapport aux plantes sauvages Col-8. En revanche, en condition de stress hydrique intense, les plantes 
ORC2.2 et ORC3 présentent un CMSR identique aux plantes sauvages Col-8. En condition de stress 
hydrique modéré l’augmentation du CMSR par rapport à la condition témoin est respectivement de 
3,8%, 0,5% et 8,3% chez les plantes Col-8, ORC2.2 et ORC3. En réponse à un stress hydrique intense 
l’augmentation du CMSR par rapport à la condition témoin est respectivement de 8,9%, 6,9% et 
27,1% chez les plantes Col-8, ORC2.2 et ORC3. La sur-expression du gène RD20 chez des plantes 
d’accession Col-8 est corrélée à une réduction significative du CMSR en condition témoin et en 
condition de stress hydrique modéré. 
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d. Surface spécifique foliaire 
L’influence du stress hydrique et l’impact d’une dérégulation de l’expression du gène RD20 sur 
la surface spécifique foliaire (ou SSF) ont été analysés. La SSF représente la surface foliaire produite 
par unité de masse sèche. La réduction de la SSF induite par le stress hydrique apparaît plus marquée 
chez les plantes d’accession Ws-4 que chez les plantes d’accession Col-8 (Figure 3.10 b). Par rapport 
aux plantes témoin (TE 35%) on observe chez les plantes d’accession Ws-4 une réduction de la SSF 
comprise entre 8,5% et 10,3% en réponse à un stress hydrique modérée, et de 36,6% à 40,7% en 
réponse à un stress hydrique plus intense (TE 16). Toutefois aucune différence significative n’est 
observée entre les génotypes Ws-4, KO rd20 et ORK5 quelque soit l’état hydrique du sol. La perte 
d’expression ou la sur-expression du gène RD20 chez des plantes d’accession Ws-4 n’entraine donc 
pas de variation significative de la SSF, et ce quelque soit l’état hydrique du sol.  
Chez les plantes d’accession Col-8 on observe des variations beaucoup moins importantes de 
la SSF en réponse au stress hydrique. En condition de stress hydrique modéré ou intense, on observe 
chez ces lignées soit aucune modification soit une légère augmentation de la SSF par rapport aux 
plantes contrôle. Un faible niveau d’expression du gène RD20 n’entraine pas de variation significative 
de la SSF par rapport aux plantes sauvages Col-8, et ce quelque soit les conditions de culture. En 
revanche, un fort niveau d’expression du gène RD20 entraine une augmentation significative de la 
SSF par rapport aux plantes sauvages Col-8, et ce quelque soit les conditions de culture. En condition 
contrôle les plantes ORC3 présentent une SSF supérieure de 8,4% aux plantes sauvages Col-8, de 
19,8% en condition de stress hydrique modéré et de 8,1% en condition de stress hydrique intense. La 
sur-expression du gène RD20 chez des plantes d’accession Col-8 est corrélée à une augmentation 
significative de la SSF quelque soit l’état hydrique du sol.  
e. Epaisseur des feuilles 
L’influence de la teneur en eau du sol sur l’épaisseur des feuilles a également été analysée. Le 
stress hydrique induit une diminution de l’épaisseur des feuilles chez l’ensemble des génotypes 
d’intérêt (Figure 3.11 a). En condition de stress hydrique modéré ou intense, on observe chez les 
plantes d’accession Ws-4 une réduction significative de l’épaisseur des feuilles par rapport à la 
condition témoin (respectivement -14,0% pour WS-4 et ORK5 et -12,9% pour rd20). En revanche, 
quelque soit l’état hydrique du sol, aucune différence n’est observée entre les génotypes Ws-4, KO 
rd20 et ORK5. La perte d’expression ou la sur-expression du gène RD20 chez des plantes d’accessions 
Ws-4 n’entraine pas de modification de l’épaisseur des feuilles.  
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En condition contrôle, les feuilles des plantes ORC2.2 et ORC3 présentent la même épaisseur que 
celles de plantes sauvages Col-8. En condition de stress hydrique modéré, on observe une légère 
réduction de l’épaisseur des feuilles par rapport à la condition témoin (respectivement -2%, -7,6% et 
-14,3% pour les génotypes Col-8, ORC2.2 et ORC3). Cette tendance est plus marquée en condition de 
stress hydrique intense ; l’épaisseur des feuilles Col-8, ORC2.2 et ORC3 est ainsi réduite de -7,1%, de -
17,4% et de -21,7% par rapport à la condition témoin. La sur-expression du gène RD20 entraine une 
réduction de l’épaisseur des feuilles en condition de stress hydrique, et de façon intéressante, plus le 
niveau d’expression du gène RD20 est important plus la réduction de l’épaisseur des feuilles est 
importante. La sur-expression du gène RD20 chez des plantes d’accession Col-8 semble associée à 
une diminution de l’épaisseur des feuilles en condition de stress hydrique modéré ou intense. 
f. Allocation de la biomasse entre systèmes caulinaire et système 
racinaire 
Afin d’étudier l’effet du stress hydrique mais également de la dérégulation de l’expression du 
gène RD20 sur l’allocation de biomasse entre système racinaire et système caulinaire, le ratio masse 
sèche racinaire / masse sèche de la rosette (ci-après ratio root-shoot) a été calculé et les résultats 
obtenus sont présentés Figure 3.11 b. Chez les plantes d’accession Ws-4 une augmentation du ratio 
root-shoot en réponse à un stress hydrique modéré (TE 20%) est observée. Cette augmentation du 
ratio root-shoot indique que la croissance du système racinaire est favorisée au détriment de la 
croissance du système caulinaire ; en condition de stress hydrique modéré ou intense la croissance 
du système caulinaire est inhibée, l’augmentation du ratio root-shoot signifie donc que la croissance 
du système racinaire est maintenue ou favorisée. L’augmentation du ratio root-shoot en réponse à 
un stress hydrique modéré est de 30,5% chez les plantes Ws-4, de 38,3% chez les plantes KO rd20  et 
de 11% chez les plantes ORK5. Le ratio root-shoot des plantes exposées à un stress hydrique intense 
est comparable aux plantes cultivées en condition témoin. Si le ratio root-shoot des génotypes KO 
rd20 et ORK5 est identique à celui des plantes sauvages en situation témoin et en situation de déficit 
hydrique modéré, en réponse à un stress hydrique plus prononcé, les plantes KO rd20 présentent un 
ratio root-shoot significativement inférieur à celui des plantes sauvages Ws-4 ce qui suggère que la 
perte d’expression du gène RD20 accentue l’effet du stress hydrique intense sur la croissance du 
système racinaire.  
L’effet du stress hydrique sur l’évolution du ratio root-shoot est plus marqué chez les plantes 
d’accession Col-8; on observe une augmentation significative du ratio root-shoot proportionnelle à 
l’intensité du stress qui indique que la croissance du système racinaire est favorisée au détriment de 
la croissance du système caulinaire.  
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Les plantes Col-8, ORC2.2 et ORC3 présentent des ratios root-shoot identiques lorsque la TE 
du sol est de 35% (condition témoin) ; en revanche en condition de stress hydrique modéré ou 
intense les plantes ORC3 présentent un ratio root-shoot significativement plus élevé que les plantes 
Col-8 et ORC2.2. La sur-expression du gène RD20 chez des plantes d’accession Col-8 semble donc 
favoriser la croissance du système racinaire en condition de stress hydrique modéré ou intense. 
  
g. Densités cellulaire et stomatique  
Dans la mesure où nous avons montré que le gène RD20 est exprimé au niveau des cellules de 
garde, l’effet du stress hydrique a été évalué sur la densité cellulaire et stomatique des génotypes 
d’intérêt. Les résultats obtenus sont présentés figures 3.12 a et b. On observe une augmentation 
significative des densités cellulaire et stomatique en réponse au stress hydrique chez les plantes des 
deux accessions et cette augmentation est proportionnelle à l’intensité du stress hydrique imposé. 
Chez les plantes d’accession Ws-4, ni la perte d’expression du gène RD20 ni sa sur-expression 
n’entraine de variation significative des densités cellulaires et stomatiques par rapport aux plantes 
sauvages Ws-4. De façon comparable, la sur-expression ectopique du gène RD20 chez des plantes 
d’accession Col-8 n’entraine pas de modification majeure des densités cellulaire et stomatique en 
condition de stress hydrique. Les plantes ORC2.2 présentent néanmoins une densité stomatique 
significativement inférieure aux plantes sauvages Col-8 en condition contrôle ; la densité stomatique 
des plantes ORC2.2 est ainsi réduite de 11,8% par rapport aux plantes sauvages Col-8.  
 
h. Transition florale 
L’impact d’un déficit hydrique prolongé sur le cycle de développement a finalement été 
évalué en mesurant le temps nécessaire àchaque plante pour parvenir à floraison. Quelque soit 
l’accession ou le génotype considéré, on observe un allongement du cycle de croissance végétative 
proportionnel à l’intensité du stress hydrique imposé (Figure 3.13). La perte de fonction du gène 
RD20 ou sa sur-expression chez des plantes d’accession Ws-4 n’entraine pas de variation significative 
du cycle de développement quelques soient les conditions de culture. En revanche, comme déjà 
illustré figure 3.6, la sur-expression du gène RD20 chez des plantes d’accession Col-8 entraine un 
raccourcissement significatif du cycle de croissance végétative par rapport aux plantes sauvages. Ce 
phénomène est davantage marqué en situation de déficit hydrique sévère, puisque les plantes ORC3 
initient leur floraison après 47,4 ± 1,4 jours alors que cette dernière n’est initiée qu’au bout de 51,9 ± 
1 jours chez les plantes sauvages Col-8 ou après 51,2 ± 1,3 jours chez les plantes ORC2.2.   
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En résumé, l’imposition d’un stress hydrique entraine chez Arabidopsis (1) une inhibition de 
la croissance caractérisée par une diminution significative du nombre total de feuilles, du poids frais, 
de la surface spécifique et de l’épaisseur des feuilles et (2) par une augmentation du contenu en 
matière sèche et du ratio root-shoot ainsi que par un allongement de la période de croissance 
végétative. Cette inhibition de la croissance apparaît proportionnelle à l’intensité du stress hydrique 
imposé. Les résultats obtenus montrent que la sur-expression et dans une moindre mesure la perte 
d’expression du gène RD20 entraine des modifications significatives de certains des caractères 
morphologiques mesurés et que selon l’accession considérée (Ws-4 ou Col8), les différences sont 
plus ou moins marquées. L’ensemble de ces données indiquent toutefois que le gène RD20 contribue 
de façon directe ou indirecte à la régulation de la croissance en condition de stress hydrique.  
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2. Influence de la perte d’expression ou de la sur-expression du gène 
RD20 sur la production d’ABA 
Dans la mesure ou l’expression du gène RD20 est fortement induite par l’ABA, la teneur en 
ABA endogène a été mesurée afin de déterminer si la perte d’expression ou la sur-expression du 
gène RD20 altère la capacité des génotypes à produire de l’ABA en condition standard de culture ou 
en réponse à un stress hydrique. Comme précédemment, les mesures sont réalisées sur des plantes 
cultivées à l’aide de la plateforme PHENOPSIS sur des sols présentant une teneur en eau de35, 20 ou 
16%. La teneur en ABA est déterminée sur 6 plantes par génotype et par condition à partir d’une 
feuille (rang 6) par plante.  
Comme illustré Figure 3.15, que se soit pour les lignées KO ou sur-exprimant le gène RD20, 
aucune différence hautement significative n’est observée entre les génotypes en condition standard 
de culture (TE 35%), en condition de stress hydrique modéré (TE 20%) ou de stress hydrique intense 
(TE 16%). L’ensemble des résultats obtenus indique que RD20 ne régule pas la production d’ABA en 
réponse au stress hydrique.  
D. Etude de la contribution du gène RD20 à la régulation des 
pertes en eau chez Arabidopsis en situation de déficit 
hydrique  
Dans la mesure où le gène RD20 est fortement induit par le stress hydrique et l’ABA au 
niveau des tissus aériens et plus particulièrement au niveau des stomates, sa contribution à la 
régulation des pertes en eau a été évaluée par différentes approches et à différentes échelles. Dans 
un premier temps, le flux transpiratoire des génotypes d’intérêt a été mesuré sur plantes entières en 
condition de stress hydrique prolongé en utilisant la plateforme automatisée PHENOPSIS, puis la 
mesure de la surface foliaire projetée à partir des clichés réalisés automatiquement par le robot a 
permis d’estimer l’influence du gène RD20 sur la vitesse de croissance et sur l’efficience d’utilisation 
de l’eau.  
1. Mesure du flux transpiratoire  
Afin d’évaluer la contribution de RD20 à la régulation des pertes en eau chez Arabidopsis des 
mesures de perte d’eau sur rosettes détachées ont été réalisées sur les génotypes KO rd20 et Ws-4.  
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Après 4 semaines de culture (Figure 3.16) les rosettes sont séparées de leur système 
racinaire, pesées pour déterminer le poids frais de la rosette, puis les variations de poids, attribuées 
aux pertes en eau, sont mesurées à intervalles réguliers ; à la fin de l’expérience le poids sec de la 
rosette est également mesuré afin de déterminer la quantité d’eau initialement contenue par la 
plante.  
A titre de témoin, les pertes en eau ont également été mesurées chez le mutant ost2 qui 
présente une activation constitutive de l’H+-ATPase membranaire AHA1 entrainant une altération de 
la régulation des mouvements stomatiques. Le poids de chaque rosette est mesuré toutes les 10 
secondes pendant 30 minutes puis toutes les 10 minutes pendant 1h10 afin de mesurer la quantité 
d’eau transpirée au cours du temps, ces mesures sont réalisées sur 6 plantes par génotype sur des 
plantes cultivées en condition de stress hydrique modéré (TE 20%) ou en condition contrôle (TE 
35%). La quantité d’eau transpirée est exprimée par unité de surface afin de s’affranchir des 
variations de poids entre les différents génotypes. Comme attendu, chez le mutant ost2 les quantités 
d’eau transpirées sont plus importantes que chez le génotype sauvage de référence (Col-8). Les 
quantités d’eau transpirées après 1h de mesure ont été calculées (Figure 3.16). Chez Col-8 le flux 
transpiratoire des plantes cultivées en condition de stress hydrique est réduit de 44,9% par rapport 
aux plantes cultivées en situation contrôle (3,61 mg d’H2O.cm
-² en situation de stress hydrique contre 
6,56 mg d’H2O.cm
-² en situation contrôle). Cet ajustement du flux transpiratoire en fonction de l’état 
hydrique du sol n’est pas observé chez le mutant ost2, les plantes ost2 cultivées en situation de 
déficit hydrique présentent un flux transpiratoire de 11,8 mg d’H2O.cm
-² alors que les plantes ost2 
cultivées en condition témoin présentent un flux transpiratoire de 12,2 mg d’H2O.cm
-². Ce résultat 
confirme l’incapacité du mutant ost2 à réduire sa transpiration en fermant ses stomates. Après 1h de 
mesure les quantités d’eau transpirées par les génotypes Ws-4 et rd20 sont respectivement de 7,07 
et de 5,89 mg d’H2O.cm
-² lorsque les plantes sont cultivées en situation contrôle et de 3,38 et 2,83 
mg d’H2O.cm
-² lorsque les plantes sont cultivées en situation de stress hydrique modéré. La réduction 
du flux transpiratoire observée en réponse au stress hydrique est de même ampleur chez ces 2 
génotypes, le flux transpiratoire des plantes cultivées en situation de déficit hydrique est réduit de 
52,2% chez Ws-4 et de 51,9% chez rd20 par rapport aux plantes cultivées en condition contrôle.  Si la 
perte d’expression du gène RD20 entraine une légère réduction du flux transpiratoire (environ 16%) 
par rapport aux plantes sauvages Ws-4 en condition contrôle comme en condition de déficit 
hydrique, cette variation ne peut toutefois pas être considérée comme significative d’après l’analyse 
statistique des données.   
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Afin d’approfondir les données précédentes, le flux transpiratoire des génotypes d’intérêt a 
été mesuré sur plante entière sur une période de 4 jours et 4 nuits sur des plantes exposées à un 
teneur en eau du sol de 35% (condition témoin) ou de 20% (déficit hydrique modéré). S’il apparaît 
clairement que le flux transpiratoire de plantes cultivées en condition contrôle est supérieur à celui 
des plantes cultivées en situation de déficit hydrique, en revanche, l’influence de RD20 dans la 
régulation des pertes en eau chez Arabidopsis n’a pu être mise en évidence. 
RD20 ne semble donc pas constituer un des régulateurs majeurs du contrôle stomatique à 
l’instar de l’H+-ATPase membranaire AHA1/OST2 mais il faut noter que ces expériences ne 
permettent de révéler que des phénotypes très contrastés. 
2. Vitesse d’expansion foliaire 
La vitesse d’expansion foliaire est un des paramètres qui permet d’estimer la capacité de 
croissance d’un génotype ; cette variable est la résultante de 2 autres variables, la vitesse de division 
cellulaire et la vitesse d’expansion cellulaire. En condition de déficit hydrique la vitesse d’expansion 
foliaire diminue, en effet la diminution du potentiel hydrique foliaire entraine une diminution de la 
pression de turgescence qui est un élément essentiel de l’expansion cellulaire ; de plus nous avons 
montré que la densité cellulaire augmente proportionnellement avec l’intensité du déficit hydrique 
imposé (Figure3.12), ce qui signifie qu’en condition de déficit hydrique l’expansion cellulaire est elle 
aussi réduite. Afin de déterminer si RD20 est un gène qui participe à la régulation de la croissance en 
condition de déficit hydrique, la vitesse d’expansion foliaire des génotypes d’intérêt a été mesurée 
(Figure 3.17 a). Les plantes ont été cultivées en condition contrôle (TE 35%) ou en condition de déficit 
hydrique modéré (TE 20%) et la vitesse d’expansion foliaire a été calculée à partir des prises de vues 
réalisées automatiquement pendant 4 jours et 4 nuits. En condition témoin (TE 35%), les plantes Ws-
4, KO rd20 et ORK5 présentent respectivement des vitesses d’expansion foliaire comparables. En 
condition de déficit hydrique on note une réduction statistiquement significative de la vitesse 
d’expansion foliaire par rapport aux plantes témoin (TE 35%) pour les 3 génotypes. Les vitesses 
d’expansion foliaire des plantes Ws-4, KO rd20 et ORK5 sont respectivement de 0,62 ; 0,49 et 0,85 
cm-² j-1. La réduction de la vitesse d’expansion foliaire par rapport aux plantes témoin (TE 35%) 
atteint donc 62,7% pour les plantes Ws-4 ; 64,1% pour les plantes KO rd20 et 46,2% pour les plantes 
ORK5. On remarque ici qu’en condition témoin comme en réponse au stress hydrique les plantes KO 
rd20 présentent une vitesse d’expansion foliaire inférieure aux plantes Ws-4 (-18,1% en condition 
témoin et -21,1% en condition de déficit hydrique). En condition de déficit hydrique, les plantes ORK5 
présentent en revanche une vitesse d’expansion foliaire supérieure de 36% aux plantes Ws-4 et de 
73,5% aux plantes KO rd20.  
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Cette différence entre les vitesses d’expansion foliaire des plantes KO rd20 et ORK5 est la seule 
différence observée qui apparaisse statistiquement significative.La perte d’expression du gène RD20 
a donc tendance à entrainer une réduction de la vitesse d’expansion foliaire quelque soit l’état 
hydrique du sol. En condition témoin les plantes Col-8, ORC2.2 et ORC3 présentent respectivement 
des vitesses d’expansion foliaire de 1,17; 1,45 et 1,75 cm-² j-1. Il apparait ainsi qu’en condition 
standard de culture la sur-expression du gène RD20 entraine une augmentation de la vitesse 
d’expansion foliaire (+23% pour ORC2.2 et +48% pour ORC3) par rapport aux plantes témoin (TE 
35%). L’augmentation de la vitesse d’expansion foliaire est proportionnelle au niveau d’expression du 
gène RD20, plus le niveau d’expression du gène RD20 est élevé plus la vitesse d’expansion foliaire est 
importante. Par contre, en condition de déficit hydrique on observe une vitesse d’expansion foliaire 
comparable entre les génotypes. La sur-expression chez des plantes d’accession Col-8 du gène RD20 
entraine donc une augmentation significative de la vitesse d’expansion foliaire visible uniquement en 
condition contrôle. 
Les résultats obtenus indiquent que la perte d’expression du gène RD20 tend à inhiber la 
vitesse d’expansion foliaire ; et inversement la sur-expression du gène tend à accroitre la vitesse 
d’expansion foliaire ce qui suggère un rôle pour RD20 dans les mécanismes régulant la division 
cellulaire et/ou l’expansion cellulaire.  
3. Efficience d’utilisation de l’eau 
Les mesures de flux transpiratoire et de la vitesse d’expansion foliaire permettent d’estimer de 
façon non-destructive l’efficience d’utilisation de l’eau (ci après WUE pour Water Use Efficiency). La 
WUE est une variable couramment utilisée pour estimer la capacité de production d’une culture en 
fonction de l’eau transpirée. La WUE est ici mesurée en estimant la surface foliaire produite par unité 
de masse sèche et par unité d’eau transpirée. On peut ainsi estimer le rendement photosynthétique 
(ou la capacité d’assimilation de CO2 en fonction de l’eau transpirée) d’un génotype en condition 
témoin et en condition de déficit hydrique ainsi que l’influence de la perte d’expression ou la sur-
expression du gène RD20 sur la WUE.  
Les résultats indiquent qu’en condition témoin les plantes Ws-4, KO rd20 et ORK5 présentent 
des WUE comparables respectivement de 0,87 ; 0,83 et 0,76 cm2 mg-1 H2O (Figure 3.17 b). En 
condition de déficit hydrique on observe une augmentation significative de la WUE chez l’ensemble 
des plantes d’accession Ws-4. Les génotypes Ws-4, KO rd20 et ORK5 présentent respectivement une 
WUE de 1,41 ; 1,09 et 1,14 cm2.mg-1 H2O. Les plantes KO rd20 présentent dans ces conditions une 
WUE significativement inférieure aux plantes sauvages Ws-4.   
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Les plantes KO rd20 présentent en effet une réduction de 22,3% de la WUE par rapport aux 
plantes sauvages Ws-4, la perte d’expression du gène RD20 entraine donc une moins bonne 
optimisation de l’utilisation de l’eau en condition de déficit hydrique. Chez les plantes d’accession 
Col-8, on n’observe pas de différences significatives entre les différents génotypes en condition 
témoin et en condition de déficit hydrique. 
Les résultats obtenus indiquent que la perte d’expression du gène RD20 entraine une 
diminution significative de la quantité de biomasse produite par unité d’eau transpirée ce qui révèle 
une moins bonne adaptation du mutant rd20 au déficit hydrique. Le gène RD20 semble donc jouer 
un rôle dans la croissance de la plante et dans sa capacité d’adaptation en condition de déficit 
hydrique continu.  
4. Mesure de la température foliaire par thermographie infrarouge 
L’expression du gène RD20 au niveau des cellules de garde, son induction en condition de 
déficit hydrique ou en réponse à l’ABA suggère un rôle dans la régulation des mouvements 
stomatiques. Les mesures de flux transpiratoire réalisées sur plantes entières ou sur rosettes 
détachées n’ont toutefois pas permis de confirmer l’implication du gène RD20 dans la régulation des 
pertes en eau chez Arabidopsis. Afin d’évaluer la contribution du gène RD20 à la régulation des 
mouvements stomatiques des mesures de la température foliaire ont été réalisées par 
thermographie infrarouge au cours d’une expérience réalisée sur des plantes non stressées mais 
dans le même état hydrique. L’analyse par thermographie infrarouge de la température foliaire est 
une des approches permettant d’évaluer les pertes en eau. Plus le flux d’eau transpirée au niveau 
des stomates est important et plus la température foliaire est basse. Cette approche a été utilisée 
avec succès afin d’identifier des mutants d’Arabidopsis fortement altérés dans le contrôle de la 
régulation stomatique comme les mutants OPEN STOMATA 1 et 2 (Merlot et al., 2002; Merlot et al., 
2007). Des mesures de température foliaire ont donc été réalisées sur les lignées d’intérêt ainsi que 
sur une lignée mutante ost2 et sa lignée sauvage correspondante (Col-0) en absence de stress 
hydrique (Figure 3.18). Les mesures de température foliaire réalisées chez les plantes d’accession 
Ws-4 révèlent que les plantes KO rd20 présentent une température foliaire très légèrement 
inférieure aux plantes sauvages Ws-4 et aux plantes ORK5 (18,96°C pour rd20 contre 19,06°C et 
19,12°C pour Ws-4 et ORK5) (Figure 3.18 b). Bien que faibles, les différences de température 
observées entre les plantes rd20 d’une part et les plantes Ws-4 ou ORK5 d’autre part, peuvent être 
considérées comme significatives d’après l’analyse statistique des données (p<3,5.10-5 et p<2,19.10-5, 
respectivement) ; en absence de contrainte hydrique les plantes KO rd20 perdent donc plus d’eau 
que les plantes sauvages.   
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Les plantes ORK5 ne présentent quand à elles pas de différence significative par rapport aux 
plantes sauvages Ws-4 (p<0,7811), ce qui indique que la sur-expression du gène RD20 est sans effet 
sur la transpiration de la plante. Comme attendu, on note une très grande différence de température 
foliaire entre la lignée sauvage Col-0 et la lignée mutante ost2; avec 18,31°C pour ost2 contre 19,51°C 
pour Col-0. Cette différence de 1,2°C est très largement significative (p<2,2.10-16). Les mesures de 
température foliaire réalisées sur les génotypes d’accession Col-8 indiquent que la température 
foliaire des plantes ORC2.5 et ORC3 est identique aux plantes sauvages Col-8, la sur-expression du 
gène RD20 est donc sans effet sur la transpiration de la plante. 
Les résultats obtenus mettent en évidence une légère diminution de la température foliaire 
chez le mutant rd20, signe que la perte d’expression du gène RD20 entraine une légère 
augmentation du flux transpiratoire chez le mutant rd20. Le gène RD20 semble donc jouer un rôle 
dans la régulation des mouvements stomatiques mais comparativement à AHA1/OST2, n’agit pas 
comme un régulateur majeur. Les mouvements stomatiques sont régulés par de nombreux stimuli 
parmi lesquels la lumière, l’ABA, le CO2, ou la concentration cellulaire en Ca
2+ (Kwak et al., 2008). 
Nous avons montré que le gène RD20 est induit de façon rapide et transitoire en réponse au stress 
hydrique ou en réponse à l’application exogène d’ABA mais également que le gène est intensément 
exprimé au niveau des stomates. Ces différents éléments ainsi que les résultats obtenus par 
thermographie infrarouge suggèrent que RD20 participe au contrôle des mouvements stomatiques. 
Le comportement stomatique des génotypes d’intérêt a donc été analysé plus précisément en 
réponse à ces différents stimuli par des expériences complémentaires de mesure de l’ouverture 
stomatique.  
E. Etude de la contribution du gène RD20 d’Arabidopsis à la 
régulation des mouvements stomatiques 
1. Induction de l’ouverture stomatique par la lumière  
Dans un premier temps, l’influence du gène RD20 sur l’ouverture stomatique induite par la 
lumière a été évaluée. A l’obscurité, les plantes KO rd20 présentent le même degré d’ouverture 
stomatique que les plantes Ws-4, mais présentent en revanche des stomates significativement plus 
fermés que les plantes ORK5. Après 1h ou 6h d’exposition à la lumière les plantes KO rd20 présentent 
des stomates significativement plus ouverts que les plantes sauvages Ws-4 et que les plantes ORK5 
(Figure 3.19, a). Ces résultats indiquent que la perte d’expression du gène RD20 entraine une plus 
grande sensibilité des plantes KO rd20 à l’induction de l’ouverture stomatique par la lumière et/ou 
une accélération de l’ouverture stomatique en réponse à la lumière chez les plantes KO rd20.  
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Ces résultats démontrent que la protéine RD20 participe à la régulation des mouvements 
stomatiques et suggèrent que RD20 exerce un effet inhibiteur direct ou indirect sur l’ouverture 
stomatique induite par la lumière. 
2. Inhibition de l’ouverture stomatique par l’ABA 
Dans un second temps, l’effet inhibiteur de l’ABA sur l’ouverture des stomates induite par la 
lumière a été évaluée (Figure 3.19, b). Que ce soit à l’obscurité ou après 3h d’éclairement en absence 
d’ABA (-ABA), l’ouverture stomatique des plantes Ws-4, KO rd20 et ORK5 est identique. En revanche, 
lorsque les épidermes sont incubés pendant 3h à la lumière en présence de 10µM d’ABA, les plantes 
rd20 présentent des stomates plus ouverts que les plantes sauvages Ws-4 ; de façon intéressante les 
plantes ORK5 présentent à l’inverse des stomates plus fermés que les plantes sauvages Ws-4. Ces 
résultats indiquent que les stomates des lignées rd20 sont moins sensibles à l’ABA. 
 
3. Inhibition de l’ouverture stomatique par le Ca2+ 
Le calcium est un second messager intervenant dans la régulation des mouvements 
stomatiques. Son rôle est double puisqu’il est impliqué dans l’inhibition de l’ouverture stomatique 
mais aussi dans l’induction de la fermeture stomatique (Kwak et al., 2008). L’augmentation de la 
concentration de calcium cytosolique ([Ca2+cyto+) induite par l’ABA entraine une inhibition de l’H
+-
ATPase membranaire et des canaux potassiques sortants (K
+
in) impliqués dans l’ouverture 
stomatiquece qui conduit à l’inhibition de l’ouverture stomatique. L’augmentation de la 
concentration en [Ca2+]cyt. déclenche l’activation des canaux anioniques sortants (Cl
-, malate2-) 
induisant une dépolarisation de la membrane plasmique et une activation des canaux potassiques 
(K+out) sortants. Cette cascade de signalisation aboutie à une diminution de la concentration en [K
+]cyto 
et en solutés et entraine une diminution de la turgescence de cellules de garde et la fermeture du 
stomate. L’effet inhibiteur du calcium sur l’ouverture stomatique induite par la lumière a été évalué 
chez les plantes Ws-4, rd20, et ORK5 (Figure 3.19, c). Après 3h d’incubation à la lumière, les plantes 
rd20 présentent des stomates significativement plus ouverts que les plantes sauvages Ws-4 ou que 
les plantes ORK5. Lorsque les épidermes sont incubés 3h à la lumière en présence de 100µM Ca2+, les 
plantes ORK5 présentent des stomates significativement plus fermés que les plantes sauvages Ws-4 
ou que les plantes rd20.  
Ces résultats montrent que la fermeture des stomates des lignées rd20, comme les WT et les 
ORK5, demeurent sensibles à l’effet inhibiteur du calcium sur l’ouverture stomatique et suggèrent 
que RD20 pourrait constituer un régulateur positif de l’inhibition de l’ouverture stomatique induite 
par l’augmentation de la [Ca2+]cyt.  
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4. Effet de la Fusicoccine sur l’ouverture stomatique  
Afin de positionner RD20 dans les processus qui contrôlent les mouvements stomatiques, des 
mesures d’ouverture stomatiques ont été réalisées en présence de Fusicoccine. La Fusicoccine est 
une toxine produite par le champignon phyto-pathogène Fusicoccium amygdali qui entraine 
l’activation de l’H+-ATPase membranaire y compris en absence de lumière (Assmann and Schwartz, 
1992; Gomarasca et al., 1993).  
Lorsque les épidermes sont incubés à l’obscurité en absence de Fusicoccine (figure 3.20 a), 
aucune  différence significative d’ouverture stomatique n’est observée entre les différents 
génotypes. En revanche lorsque les épidermes sont incubés à l’obscurité en présence de 2µM de 
Fusicoccine, les plantes KO rd20 présentent des stomates significativement plus ouverts que les 
plantes sauvages Ws-4 et que les plantes ORK5 (2,04µm pour Ws-4 et ORK5 contre 2,7µm pour 
rd20). Comme déjà montré, lorsque les épidermes sont incubés à la lumière, les plantes KO rd20 
présentent des stomates légèrement plus ouverts que les plantes sauvages Ws-4 et que les plantes 
ORK5. En présence de 2µM de Fusicoccine, les plantes KO rd20 présentent des stomates 
significativement plus ouverts que les plantes sauvages Ws-4 et que les plantes  ORK5 (3,25µm pour 
Ws-4 et 3,26µm pour ORK5 contre 3,66µm pour les plantes KO rd20). La même expérience a été 
réalisée avec 5µM de Fusicoccine (Figure 3.20 b) et des résultats identiques ont été obtenus. 
L’ensemble de ces données montre que la perte de fonction du gène RD20 entraine une plus grande 
sensibilité des plantes KO rd20 à l’action de la Fusicoccine et indique que la protéine RD20 exerce un 
effet inhibiteur sur l’activité de l’H+-ATPase régulant l’ouverture stomatique. On peut raisonnablement 
envisager que l’activité PXG de RD20 puisse participer à des modifications des lipides membanaires 
ou des constituants de la cuticule modulant ainsi les contraintes physiques s’exerçant sur la cellule de 
garde consuisant ainsi à une altération des mouvements stomatiques.  
En résumé, l’étude de la contribution du gène RD20 à la régulation des mouvements 
stomatiques indique que RD20 participe aux mécanismes d’ouverture stomatique via une régulation 
négative de l’activité de l’H+-ATPase membranaire comme l’indiquent les mesures d’ouverture 
stomatique en réponse à la lumière ou à la Fusicoccine. RD20 participe également à l’inhibition de 
l’ouverture stomatique par l’ABA, l’activité de la protéine RD20 apparait nécessaire pour que l’effet 
inhibiteur de l’ABA sur l’ouverture stomatique s’exprime complètement. RD20 constitue donc un 
régulateur négatif de l’ouverture stomatique contrôlée par l’H+-ATPase membranaire mais également 
un régulateur positif de la signalisation ABA, et dans une moinder mesure de la signalisation Ca2+au 
niveau de la cellule de garde.   
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F. Evaluation de la tolérance au stress hydrique du mutant 
rd20 et des lignées sur-exprimant le gène RD20  
La contribution du gène RD20 à la régulation des mouvements stomatiques a été démontrée par 
des mesures d’ouverture stomatique sur épidermes isolés, toutefois son rôle dans la tolérance au 
stress hydrique n’a pu être mis en évidence au cours d’expériences de mesure de perte d’eau sur 
rosette détachées ou encore par des mesures du flux transpiratoire sur des plantes cultivées en 
condition de déficit hydrique prolongé. Pour évaluer la tolérance des génotypes d’intérêt à un déficit 
hydrique aigu, des expériences d’arrêt de l’irrigation ont été réalisées sur des plantes de 3 semaines 
(Figures 3.21 et 3.22). La figure 3.21 présente les résultats pour les lignées KO rd20 et les plantes 
sauvages correspondantes. Au cours de cette expérience, l’arrêt de l’arrosage occasionne chez le 
mutant rd20, un flétrissement précoce comparativement aux plantes sauvages Ws-4. Au bout de 10 
jours de privation d’eau, l’irrigation a été rétablie et la capacité des lignées à rétablir leur croissance a 
été analysée. Au bout de 5 jours, alors que 50% des plantes Ws-4 survivent et rétablissent leur 
croissance, aucune des plantes rd20 n’a été capable de reprendre sa croissance. L’analyse des autres 
génotypes a également été réalisée après 7 jours d’arrêt d’irrigation (Figure 3.22). Chez les plantes 
d’accession Ws-4, comme déjà montré, les lignées rd20 flétrissent plus rapidement que les lignées 
sauvages et sur-expresseurs ORK se comportent de façon comparable aux sauvages. Pour les lignées 
générées chez l’accession Col-8, on remarque que les lignées sur-exprimant le gène RD20 présentent 
un flétrissement foliaire moins prononcé que les plantes sauvages Col-8 (Figure 3.22). De façon 
intéressante, ce phénotype est corrélé au niveau d’expression du gène RD20 : en effet, plus le niveau 
d’expression du gène déterminé par Dot-blot est élevé, moins les plantes semblent souffrir de l’arrêt 
de l’irrigation.  
Les résultats obtenus mettent ainsi en évidence l’importance de RD20 dans la tolérance au stress 
hydrique chez Arabidopsis. Ces données sont cohérentes avec l’analyse du comportement 
stomatique et montre que RD20 agirait comme un régulateur positif de la tolérance au stress 
hydrique.  
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G. Evaluation de la tolérance au stress salin du mutant rd20  
L’induction de l’expression du gène RD20 par le stress salin et osmotique suggère que RD20 
pourrait également être impliqué dans la mise en place de réponse à ces contraintes. De manière 
générale, la présence de sels en fortes quantité dans le sol engendre chez les plantes un stress 
osmotique qui affecte immédiatement la croissance de la plante et un stress ionique qui se 
développe au cours du temps via l’accumulation d’ions Na+ au niveau des feuilles les plus anciennes 
et qui entraine une sénescence précoce et une mort accélérée des tissus (Verslues et al., 2006; 
Munns and Tester, 2008).  
Afin d’évaluer l’importance de RD20 au cours d’un stress salin, des plantes rd20 et sauvages 
âgées de 4 semaines ont été irriguées quotidiennement avec une solution de NaCl (150mM). Au bout 
de 3 semaines, la tolérance des plantes est déterminée en mesurant le nombre de feuilles 
sénescentes (Figure 3.23). Chez le mutant rd20, environ 70% des feuilles sont sénescentes en 15-20 
jours alors que seulement 40% le sont chez les sauvages. Ces données montrent que le mutant rd20 
est plus sensible au stress salin que le génotype sauvage et que RD20 participerait en tant que 
régulateur positif aux réponses associées au stress salin chez Arabidopsis. 
La plupart des résultats présentés chapitres II et III sur l’analyse fonctionnelle de RD20 font 
l’objet d’un article publié dans Plant and Cell Physiology (Aubert et al., 2010, 51 (12) : 1975-1987) 
joint au présent manuscrit en annexe (annexe III). 
H. Comportement des génotypes d’intérêt en réponse à 
l’application exogène d’ABA, de sel ou de mannitol  
L’étude du profil d’expression du gène RD20 a révélée que ce gène est induit de façon 
significative en réponse à l’application exogène d’ABA ainsi qu’en réponse aux stress hydrique, 
osmotique ou salin. Ces contraintes qui activent des voies de signalisation ABA-dépendantes sont 
également connues pour exercer un effet inhibiteur sur la germination et sur la croissance racinaire 
chez Arabidopsis (Verslues et al., 2006). Dans la mesure où RD20 est également exprimé au cours des 
premières étapes du développement, l’impact de sa perte d’expression ou de sa sur-expression sur la 
capacité de germination, l’apparition des cotylédons et la croissance racinaire ont été analysées par 
des tests in vitro en présence d’ABA, de sel ou de mannitol.  
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1. Effets de l’ABA sur la germination des lignées sauvages, KO ou sur-
exprimant RD20 
Les graines des différents génotypes sont semées sur un milieu MS/2 sans sucre additionné 
d’ABA aux concentrations désirées, puis les boites de culture sont placées à 4°C pour lever toute 
dormance résiduelle des graines et synchroniser leur germination. Le taux de graines germées est 
mesuré quotidiennement par l’émergence de la radicule après rupture du tégument.  
Après 3 jours de culture in vitro sur un milieu MS seul, le taux de germination des graines 
d’accession Ws-4 (KO rd20, lignée transgénique ORK5 et lignée sauvage Ws-4) avoisine les 85% 
(Figure 3.24 a). En présence de 0,5µM d’ABA, les taux de germination des lignées Ws-4 et ORK5 
atteignent respectivement 81 et 85 % alors que la lignée KO rd20 présente un taux de germination de 
74%. Cette différence apparaît significative lors des 2 premiers jours de culture (Figure 3.24 b). En 
présence de 2µM d’ABA, le taux de germination de la lignée KO rd20 est significativement inférieur à 
celui des lignées Ws-4 et ORK5 (26% et 28,5%, respectivement, contre 15% pour KO rd20) et reste 
inférieur tout au long de la période analysée (Figure 3.24 c). Une représentation type « dose-
réponse » est présentée Figure 3.24 d. Les résultats sont ceux obtenus après 3 jours et avec les 
concentrations de 0, 0.5, 1, 2 et 5µM d’ABA.  
Après 3 jours de culture sur milieu MS seul ou en présence de 0,5 µM d’ABA, les lignées 
d’accession Col-8 sur-exprimant RD20 et la lignée sauvage Col-8 présentent des taux de germination 
qui avoisinent les 90% (Figure 3.24 a et b). En présence de 2µM d’ABA les taux de germination des 
graines ORC2.2 (62,3%) et ORC2.5 (66,3%) sont significativement supérieurs à ceux des graines Col-8 
(44,1%) et ORC3 (48,3%) (Figure 3.24 c). Une représentation type « dose-réponse » est également 
présentée Figure 3.24 d.  
Les résultats sont ceux obtenus après 3 jours et avec les concentrations de 0, 0.5, 1, 2 et 5µM 
d’ABA. L’ensemble des résultats obtenus indique qu’une mutation perte de fonction ou une sur-
expression du gène RD20 altèrent de façon significative la capacité de germination des génotypes en 
présence d’ABA de façon dose-dépendante. La perte d’expression du gène RD20 induit une plus 
grande sensibilité à l’ABA pour la germination et inversement la sur-expression du gène RD20 
minimise l’effet inhibiteur de l’ABA sur la germination des graines des lignées sur-expresseurs ORC. 
La quantification du développement des jeunes plantules (verdissement et développement des 
cotylédons) montre également que le mutant rd20 est plus sensible à l’ABA alors que les sur-
expresseurs sont capables de se développer en présence d’ABA.   
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Ces derniers résultats ne sont pas illustrés mais font l’objet d’un article, joint en annexe 
(annexe IV), publié dans Plant Signaling and Behavior (Aubert et al., April 2011, vol 6, issue 4, in 
press). 
2. Effet d’un stress salin (NaCl) sur la capacité de germination des 
génotypes d’intérêt  
Des tests de germination ont également été réalisés en présence de concentrations 
croissantes en NaCl. En condition témoin la capacité de germination des génotypes d’intérêt est 
quasi-identique, avec un taux de germination compris entre 92,5 et 94,8% (Figure 3.25 a). L’inhibition 
de la capacité germinative des génotypes d’intérêt apparaît dose-dépendante, en effet, plus la 
concentration en sel dans le milieu augmente, plus la capacité de germination des génotypes 
d’intérêt diminue (Figure 3.25 b à d). Durant toute la durée du test (7 jours), quelque soit la 
concentration en sel dans le milieu, la lignée mutante KO rd20 présente une capacité de germination 
inférieure à la lignée sauvage Ws-4, elle-même inférieure à celle de la lignée ORK5. Ces différences 
sont cependant assez faibles et ne peuvent être considérées comme statistiquement significatives en 
dehors de la différence observée entre la lignée ORK5 et la lignée sauvage Ws-4 après 3 jours de 
culture en présence de 100µM de NaCl (Figure 3.25 b).La germination des lignées sur-exprimant le 
gène RD20 a également été analysée en présence de concentrations croissantes de NaCl (figure 3.25 
a à d). En condition témoin, la capacité de germination des lignées ORC2.5 et ORC3 (96,4% et 95,5%, 
respectivement) est significativement plus élevée que celle de la lignée sauvage Col-8 (86,4%), la 
capacité de germination de la lignée ORC2.2 est quand à elle de 93,3% et ne présente pas de 
différence significative par rapport aux autres lignées (Figure 3.25 a et d).  
La capacité de germination en absence de contrainte semble donc être améliorée par la sur-
expression du gène RD20. La présence de concentrations croissantes de NaCl dans le milieu entraine 
une diminution de la capacité de germination des graines des différentes lignées qui apparaît dose-
dépendante (Figure 3.25 d). La germination des lignées ORC2.5 et ORC3 est néanmoins moins 
affectée par la présence de concentrations croissantes de sel dans le milieu que celle des lignées Col-
8 et ORC2.2. Ces différences apparaissent significatives entre les lignées Col-8 et ORC2.5 à 100, 150 
et 175mM de NaCl alors que les différences entre les lignées Col-8 et ORC3 sont significatives en 
présence de 100, 125 et 175 mM de NaCl dans le milieu. Au vu de ces résultats, il apparaît que le 
niveau d’expression du gène RD20 est corrélé à la capacité de germination de ce génotype en 
présence d’une contrainte saline ; plus la sur-expression du gène RD20 est élevée, moins l’effet 
inhibiteur du sel sur la capacité de germination des graines est effective.  
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En revanche, la perte d’expression du gène RD20 n’entraine pas de modifications de la 
capacité germinative chez le mutant rd20 en présence de NaCl. La quantification du développement 
des jeunes plantules (verdissement et développement des cotylédons) indique également que les 
lignées sur-exprimant RD20 se développent plus rapidement que les lignées sauvages en présence de 
NaCl (non montré). 
3. Effet d’un stress osmotique sur la capacité de germination des 
génotypes d’intérêt 
Dans la mesure où les données d’expression montrent une induction du gène RD20 en réponse 
à une contrainte osmotique (mannitol) et que les contraintes osmotiques sont connues pour affecter 
la germination des graines, des tests de germination ont été réalisés. L’ajout de concentrations 
croissantes en mannitol entraine une diminution dose-dépendante de la capacité de germination 
chez l’ensemble des génotypes d’accession Ws-4 ; quelque soit la concentration considérée, aucune 
différence statistiquement significative n’est observée entre la lignée sauvage Ws-4 et la lignée 
mutante rd20 (Figure 3.26 d). En revanche, la lignée ORK5 présente une capacité de germination 
significativement supérieure à la lignée Ws-4 en présence de 250mM de mannitol et est 
significativement supérieure à la lignée rd20 en présence de 300mM de mannitol (Figure 3.26 b et c). 
La germination des génotypes d’accession Col-8 en présence de concentrations croissantes de 
mannitol dans le milieu entraine chez les lignées Col-8, ORC2.5 et ORC3 une inhibition dose-
dépendante de la capacité de germination (Figure 3.26 d). L’ensemble des résultats obtenus 
suggèrent une possible corrélation entre sur-expression du gène RD20 et une amélioration de la 
capacité de germination en présence d’une contrainte osmotique.  
En résumé, les résultats des tests de germinations indiquent que la perte d’expression ou la 
sur-expression du gène RD20 altère, de façon subtile mais la plupart du temps significative, la 
capacité de germination des graines en présence d’ABA ou de contraintes saline ou osmotique. La 
sur-expression du gène RD20 chez les lignées ORC ou chez la lignée ORK5 semble minimiser l’effet 
inhibiteur de ces contraintes sur la capacité de germination des graines alors que la perte 
d’expression du gène RD20 accentue l’effet inhibiteur de ces contraintes sur la germination. Ces 
résultats suggèrent que RD20 exerce une régulation négative sur l’inhibition de la germination 
induite par les contraintes  abiotiques.   
 
 
160 
 
  
 
 
161 
 
4. Etude de l’impact de la perte d’expression ou de la sur-expression 
du gène RD20 sur la croissance racinaire en présence d’ABA 
Les paramètres de l’environnement et notamment les paramètres du sol (qualité, teneur en 
eau, salinité, etc.…) conditionnent la croissance et l’architecture du système racinaire ; de nombreux 
travaux relatifs au développement du système racinaire en réponse à un stress hydrique ou à 
l’application exogène d’ABA ont démontré que ces traitements ont des effets ambivalents sur la 
croissance du système racinaire (van der Weele et al., 2000; Kang et al., 2004; Sharp et al., 2004). En 
réponse à de fortes intensité de stress hydrique bien qu’inhibée, la croissance du système racinaire 
est toutefois maintenue; la production et l’accumulation d’ABA induite par le stress au niveau de la 
pointe racinaire sont essentiels au maintien de l’élongation de la racine. Ces traitements entrainent 
également une augmentation du ratio entre biomasse racinaire et biomasse caulinaire ce qui illustre 
la capacité du système racinaire à maintenir sa croissance à des potentiels hydriques suffisamment 
bas pour inhiber toute croissance du système caulinaire (Sharp et al., 2004; Neumann, 2008). Par 
conséquent, c’est l’intensité du stress perçu qui conditionne le devenir du système racinaire, un 
stress modéré entrainant une augmentation de la croissance racinaire alors qu’un stress plus intense 
va inhiber la croissance racinaire proportionnellement au stress perçu. C’est pourquoi une analyse de 
la croissance racinaire des génotypes sauvage Ws-4, mutant KO rd20 et KO complémenté/sur-
expresseur ORK5 a été réalisée en présence de diverses concentrations d’ABA afin de confirmer le 
rôle joué par le gène RD20 dans la réponse au stress hydrique au travers de voies de signalisation 
ABA-dépendantes.  
Les graines des génotypes Ws-4, KO rd20 et ORK5 sont semées puis cultivées verticalement 
dans la même boite de Pétri pendant 3 à 4 jours sur un milieu sans contrainte afin d’obtenir une 
germination et un développement racinaire homogène et optimal. Puis les plantes sont transférées 
sur un milieu additionné d’ABA ou sur un milieu sans ABA. Pour chaque condition, trois répliques 
techniques (3 boites / concentration) sont effectuées. L’élongation de la racine principale est alors 
mesurée après 5 jours de culture. Les photographies présentées figure 3.27 a sont représentatives 
des résultats obtenus au cours des 3 expériences indépendantes. Une promotion de l’élongation de 
la croissance racinaire en présence de faibles concentrations d’ABA dans le milieu (0,5µM) est 
observée alors que de fortes concentrations en ABA dans le milieu entrainent une inhibition de 
l’élongation de la racine principale (Figure 3.27 b).  
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Des différences significatives apparaissent néanmoins entre les différents génotypes testés ; 
en effet la lignée ORK5 présente une élongation racinaire plus importante que le génotype Ws-4 en 
présence de faible concentration d’ABA (0,5µM) comme en présence de fortes concentrations (10, et 
50µM); la sur-expression du gène RD20 semble donc améliorer chez les plantes ORK5 la capacité du 
système racinaire à maintenir sa croissance en présence d’ABA. Inversement, la perte d’expression 
du gène rd20 réduit la capacité du système racinaire des plantes KO rd20 à stimuler leur croissance 
en réponse à de faibles concentrations d’ABA (0,5µM). La perte d’expression du gène RD20 exerce 
aussi un effet négatif sur la capacité du système racinaire à maintenir sa croissance en réponse à de 
fortes concentrations d’ABA. En effet les plantes KO rd20 présentent une élongation de la racine 
principale significativement diminuée par rapport aux génotypes Ws-4 et ORK5 (Figure 3.27 b). 
L’ensemble de ces résultats indique que le gène RD20 est impliqué de façon directe ou 
indirecte dans les mécanismes régulant la croissance du système racinaire en réponse à un apport 
d’ABA exogène. 
 
I. RD20, une caléosine à activité peroxygénase impliquée 
dans la formation de la cuticule ? 
La mise en évidence d’une activité péroxygénase chez les protéines AtCLO1 et AtCLO2 
d’Arabidopsis, la conservation des motifs protéiques impliqués dans cette activité chez RD20 et la 
localisation subcellulaire de la protéine RD20 sont des éléments qui suggèrent fortement que RD20 
présente une activité péroxygénase. Plusieurs travaux montrent que les réactions de co-oxydation 
qui caractérisent le fonctionnement de l’activité péroxygenase seraient impliquées dans l’élaboration 
de la cuticule chez Arabidopsis (Lequeu et al., 2003). Afin d’apporter des éléments de réponse, une 
étude histologique et biochimique de la composition de la cuticule a été entreprise chez le mutant 
rd20 ainsi que chez les lignées sur-expresseurs ORC et ORK.  
 
1. Etude de l’intégrité de la cuticule en microscopie optique 
L’intégrité de la cuticule au niveau des tiges a été analysée par microscopie optique (Figure 3.28) 
en utilisant l’Auramine O, un colorant lipophile fluorescent utilisé pour l’analyse de la cuticule chez 
divers végétaux (Pesacreta and Hasenstein, 1999; Buda et al., 2009). Les lignées rd20 ne présentent 
pas d’altération particulière par rapport aux plantes sauvages Ws-4 tant au niveau de l’intégrité que 
de l’épaisseur de la cuticule (Figure 3.28 a). Des résultats similaires on été obtenus avec les plantes 
sur-exprimant le gène RD20 par rapport aux plantes sauvages Col-8 (Figure 3.28 b).  
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Dans la mesure où le gène RD20 est faiblement exprimé chez les plantes sauvages en condition 
témoin, des plantes ont été soumises à un arrêt d’arrosage pendant une période de 5 jours afin 
d’induire l’expression du gène. Comme précédemment, les échantillons provenant de plantes 
exposées à un stress hydrique (Figure 3.28 c) ne montrent aucune différence en comparaison des 
échantillons témoins.  
 
2. Analyse de la composition de la cuticule par spectrométrie de 
masse  
Dans un second temps, nous avons entrepris d’analyser la composition de la cuticule et des cires 
épicuticulaires par spectrométrie de masse en collaboration avec Jérôme Joubès de l’Université de 
Bordeaux. Trois séries d’expériences on été réalisées dans le but d’analyser la composition des cires 
et de la cuticule sur les différents génotypes cultivés en condition contrôle ou en condition de déficit 
hydrique (arrêt de l’irrigation 96 heures avant le prélèvement). Bien que les extractions aient été 
réalisées à partir des tiges et des feuilles, ne sont présentés dans cette thèse que les résultats sur les 
tiges (Figure 3.29). En effet, concernant les feuilles, une trop grande variabilité dans les résultats a 
été observée. 
En condition contrôle, le mutant rd20 présente une teneur en cires supérieure de 44% à la lignée 
sauvage Ws-4, cette augmentation de la teneur en cires des tiges est atténuée chez la lignée ORK5 
(+24,2%) (Figure 3.29 a). En réponse à la déshydratation, on observe chez la lignée sauvage Ws-4 une 
augmentation de 24% de la teneur en cires, mais chez les lignées rd20 et KO complémentée ORK5 le 
stress imposé n’entraine pas de variation majeure de la teneur en cires des tiges. En conséquence les 
variations de la teneur en cires des tiges observées entre la lignée sauvage Ws-4 et les lignées rd20 et 
ORK5 en situation contrôle s’atténuent en réponse au stress hydrique.  
En situation contrôle les lignées sur-expresseurs (ORC2.2, ORC2.5 et ORC3) présentent des 
teneurs en cires respectivement supérieures de 37,7%, 22,6% et 7,3% à la lignée sauvage Col-8 
(Figure 3.29 b). Après un arrêt d’arrosage, ces différences sont maintenues voire accentuées avec de 
teneurs en cires respectivement supérieures de 35,3%, 25% et 38,2% à la lignée sauvage Col-8 pour 
ces mêmes lignées.  
En ce qui concerne la cutine, le mutant rd20 présente, en condition contrôle, une quantité de 
cutine supérieure de 31% par rapport à la lignée sauvage Ws-4, cette augmentation de la quantité de 
cutine est atténuée chez la lignée ORK5 (+14,1%) (Figure 3.29 c). En réponse au stress hydrique, une 
réduction significative de la quantité de cutine est observée chez tous les génotypes mais aucune 
différence n’est notée entre les génotypes.  
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Pour les sur-expresseurs, en situation contrôle les lignées ORC2.2, ORC2.5 et ORC3 présentent 
des teneurs en cutine réduite respectivement de 12,9%, 21,4% et 23,3% par rapport à la lignée 
sauvage Col-8 (Figure 3.29 d). Comme précédemment, le stress hydrique entraine une réduction de 
la quantité de cutine chez l’ensemble des génotypes, la quantité de cutine est réduite de 38% pour la 
lignée sauvage Col-8, de 55% pour la lignée ORC2.2, de 32% pour la lignée ORC2.5 et de 17% chez la 
lignée ORC3. L’influence du stress hydrique sur la teneur en cutine des tiges varie donc en fonction 
du niveau d’expression du gène RD20.  
L’ensemble des résultats met en évidence des altérations de la teneur en cires et en cutine entre 
les génotypes. Une analyse détaillée des composants a été réalisée et montre que l’augmentation de 
la teneur en cires chez le mutant rd20 est causée principalement par une augmentation de la 
quantité d’esters et dans une moindre mesure par une augmentation de la quantité d’aldéhydes, de 
n-alkanes et d’alcools gras. L’augmentation de la quantité de cutine en condition témoin chez le 
mutant rd20 est causée par une augmentation des teneurs en alcools gras et acides di-carboxyliques 
constituants principaux de la cutine, inversement la réduction de la quantité de cutine chez les 
lignées sur-exprimant le gène RD20 résulte d’une réduction de la quantité des constituants 
majoritaires de la cutine (alcools gras, acides di-carboxyliques et di-hydroxy-acides gras), on note 
également une augmentation de la quantité d’-hydroxy-acides.  
Bien que l’implication de RD20 dans la synthèse des constituants de la cuticule ne soit pas 
clairement démontrée, les phénotypes observés suggèrent que l’altération du gène RD20 entraine 
des perturbations dans les voies de biosynthèse des nombreux constituants de la cuticule. 
 
J. Etude de la sensibilité des génotypes d’intérêt à la bactérie 
phyto-pathogène Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 
Les données d’expression issues d’expériences de microarrays indiquent que le gène RD20 
est induit en réponse à certains stress biotiques, notamment en réponse à la bactérie phyto-
pathogène P. syringae. Ces résultats ont été confirmés par RT-QPCR en réponse aux souches DC3000 
et avRpt2 (Figures 2.7 et 2.11) et démontrent que RD20 est associée aux réactions de défense mises 
en place au cours de l’infection par P.syringae. Par ailleurs, nous avons montré que l’expression de 
RD20 est induite par l’application d’ABA et est dépendante de voies de signalisation ABA-
dépendantes et il est aujourd’hui clairement établi que l’ABA participe à la mise en place de 
processus de défense de la plante lors d’interactions avec des organismes pathogènes (Ton et al., 
2009). Aussi, la contribution du gène RD20 a été évaluée dans les réactions de défense au cours de 
l’interaction Arabidopsis / P.syringae DC3000.  
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Des feuilles des génotypes d’intérêt ont été inoculées par infiltration et l’apparition des 
symptômes de flétrissement a été mesurée et une quantification bactérienne in planta réalisée. La 
sensibilité à P.syringae DC3000 de la lignée mutante rd20 et de la lignée KO complémentée ORK5 a 
été évaluée au cours de 2 expériences indépendantes. Au cours de ces expériences aucune 
différence n’a été observée entre la lignée rd20, la lignée KO complémentée ORK5 et leur lignée 
sauvage Ws-4 au niveau de l’apparition des symptômes foliaires, cependant la croissance 
bactérienne apparait plus favorisée chez les plantes ORK5 apparaît que chez les plantes sauvages Ws-
4 et KO rd20 (Figure 3.30). Le comportement des lignées sur-expresseurs ORC2.5 et ORC3 a 
également été évalué en réponse à l’infiltration foliaire par P. syringae. Au cours de cette expérience 
aucune différence significative n’a été observée entre ces lignées et leur génotype sauvage Col-8 tant 
au niveau de l’apparition des symptômes foliaires qu’au niveau de la quantification bactérienne in 
planta (Figure 3.30).  
Bien que le gène RD20 soit induit en réponse à P.syringae, l’étude de la sensibilité des 
génotypes d’intérêt à cette bactérie phyto-pathogène révèle que l’altération du niveau d’expression 
du gène RD20 n’entraine pas de variations dans l’apparition des symptômes foliaires ou dans le 
développement de la bactérie in planta. Le gène RD20 n’agit donc pas comme un régulateur clé dans 
les réactions de défense induites en réponse à P.syringae. 
K. Conclusions 
Ce chapitre présente les résultats de l’analyse fonctionnelle du gène RD20. Celle-ci a été 
entreprise au travers d’une approche de génétique inverse basée sur la génération et la 
caractérisation de lignées knock-out et de lignées sur-exprimant le gène RD20. L’objectif était 
d’évaluer la contribution de RD20 dans les étapes du développement des plantes mais également en 
réponse à divers stress environnementaux avec un intérêt particulier pour le stress hydrique et le 
contrôle des mouvements stomatiques. Deux accessions ont été utilisées pour ce travail, l’accession 
Ws-4 et Col-8. L’utilisation de deux accessions peut s’avérer complexe car dans de nombreux cas, 
elles se comportent de façons différentes en réponse aux stress de l’environnement, ou en fonction 
du stade de développement comme cela a été rapporté de nombreuses fois dans la littérature 
(Aguirrezabal et al., 2006; Granier et al., 2006; van Leeuwen et al., 2007; Bouchabke et al., 2008). 
Cependant, l’utilisation d’accessions différentes peut permettre de mettre en évidence des 
phénotypes subtils qui ne seraient pas révélés avec l’un ou l’autre des génotypes. Ainsi, ces travaux 
ont permis de montrer que des mutations dans le gène RD20 ou sa sur-expression conduit à des 
altérations dans certaines réponses des plantes aux contraintes abiotiques impliquant l’ABA.   
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D’autre part, comme souligné à l’issu du chapitre I, nous avons pu montrer qu’il n’existe pas ou 
peu de redondance fonctionnelle entre RD20 et les autres caléosines et que la mutation dans le gène 
RD20 ne modifie pas l’expression des autres gènes de caléosines chez Arabidopsis. Si RD20 ne semble 
donc pas être un régulateur majeur du contrôle stomatique à l’instar de l’H+-ATPase membranaire 
AHA1/OST2, il contribue cependant à la régulation des mouvements stomatiques en réponse à la 
lumière et à l’ABA. RD20 exerce un effet inhibiteur sur l’ouverture stomatique contrôlée par l’H+-
ATPase et accentue l’effet inhibiteur de l’ABA sur l’ouverture stomatique. Par ailleurs, les résultats 
obtenus montrent que la sur-expression et dans une moindre mesure la perte d’expression du gène 
RD20 entrainent des modifications significatives de certains des caractères morphologiques et que 
RD20 contribue de façon directe ou indirecte à la régulation de la croissance en condition de stress 
hydrique. Ainsi, la perte d’expression du gène RD20 entraine une diminution significative de la 
quantité de biomasse produite par unité d’eau transpirée ce qui révèle une moins bonne adaptation 
du mutant rd20 au déficit hydrique. La protéine RD20 participe ainsi à la croissance des plantes et à 
leur capacité d’adaptation en condition de déficit hydrique, mais également en situation de stress 
salin. Le rôle de RD20 ne se limite pas à la régulation fine du flux transpiratoire et de la croissance, 
car nous avons également montré que la mutation ou la sur-expression du gène RD20 altère de façon 
significative la capacité de germination des génotypes en présence d’ABA, en situation de stress salin 
et osmotique et cela de façon dose-dépendante. La perte d’expression du gène RD20 induit une plus 
grande sensibilité à l’ABA pour la germination et inversement la sur-expression du gène RD20 
minimise l’effet inhibiteur de l’ABA sur la germination des graines des lignées sur-expresseurs. La 
mutation dans le gène RD20 est ainsi associée aux réponses dépendantes de l’ABA pendant les 
premières étapes du développement mais également au niveau de la régulation des mouvements 
stomatique chez des plantes plus âgées. La découverte récente de multiples systèmes de perception 
de l’ABA et de nombreux éléments de transduction (kinases, phosphatases, protéines G, second 
messagers …) montre que l’ABA agit au travers de cascades de signalisation complexes à l’origine de 
modifications dans des processus physiologiques très variés. 
Concernant le mode d’action de RD20, la question reste entière. RD20 présente toutes les 
caractéristiques des péroxygénases et au cours de ce travail, nous avons privilégié qu’elles pouvaient 
être les conséquences d’une mutation ou d’une sur-expression de RD20, une péroxygénase-associée 
aux stress dans la mise en place de la cutine et des cires épicuticulaires. En effet, la cuticule est un 
composant qui ne se retrouve que dans les tissus aériens et de nombreux exemples soulignent son 
importance dans la régulation des flux hydriques ou dans les réponses à certains pathogènes 
(Raffaele et al., 2008; Kachroo and Kachroo, 2009; Raffaele et al., 2009).   
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Dans la mesure où RD20 est un gène de stress dont l’expression est limitée aux tissus aériens, on 
ne pouvait pas exclure qu’il participe à la mise en place de la cuticule ou à la génération de certains 
acides gras qui rentrent dans la composition des cires épicuticulaires. Bien que l’implication de RD20 
dans la synthèse des constituants de la cuticule ne soit pas clairement démontrée, les phénotypes 
observés suggèrent toutefois que l’altération du gène RD20 entraine des perturbations dans les voies 
de biosynthèse des nombreux acides gras constituants la cuticule. Ces résultats n’excluent pas la 
possibilité que l’actvité PXG de RD20 soit impliquée dans la génération de composés lipidiques de 
type oxylipines participant à la signalisation cellulaire ou aux réactions de défense.  
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Chapitre 4  - Contribution de CML9, une calmodulin-like 
protein d’Arabidopsis, dans le contrôle des mouvements 
stomatiques et dans les réponses au stress hydrique  
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Comme indiqué dans l’introduction, mon projet de thèse initial visait à caractériser deux gènes 
codant des protéines de liaison au calcium, la protéine RD20 et la protéine CML9. L’objectif était ici 
de préciser le rôle respectif de ces deux protéines dans les réponses au stress hydrique. Ce dernier 
chapitre présente les résultats acquis concernant CML9 (At3g51920). 
 
A. Rappel des travaux antérieurs et objectifs 
Au cours de travaux antérieurs, et dans le but d’identifier des gènes de signalisation induits 
de façon précoce et transitoire en réponse au stress osmotique, une banque d’ADNc a été réalisée à 
partir de cultures cellulaires exposées ou non à une contrainte osmotique (Galaud et al., 1999). Cette 
banque d’expression a par la suite été utilisée pour confectionner des macro-arrays qui ont été 
hybridés avec des sondes complexes provenant de plantules exposées à des contraintes salines, 
osmotiques ou à l’apport exogène d’acide abscissique (ABA). Parmi les gènes différentiellement 
exprimés, une attention particulière a été portée à un clone codant le gène CML9 d’Arabidopsis 
(Gooba, 2002; Ibañez, 2004). Le profil d’expression du gène CML9 a été analysé au travers d’une 
approche promoteur::gène rapporteur et une approche de génétique inverse a été réalisée afin 
d’étudier le rôle de CML9 dans les réponses des plantes aux contraintes abiotiques et biotiques 
(Magnan et al., 2008).  
Les travaux de thèse de F. Magnan (2007) ont montré que l’expression du gène CML9 est 
finement régulée, tant au niveau spatial que temporel, au cours du développement et en réponse à 
des stimuli de nature biotiques ou abiotiques (stress hydrique, salin, osmotique, froid…) (Figure 4.1 a) 
et l’analyse fonctionnelle du gène CML9 a mis en évidence l’implication de ce gène en tant que 
régulateur négatif dans la tolérance au stress hydrique chez Arabidopsis (Figure 4.1 b). De façon 
intéressante, l’expression du gène CML9 est observée au niveau des cellules de garde et les lignées 
mutantes cml9 présentent une sensibilité accrue à l’ABA par rapport aux plantes sauvages (Magnan 
et al., 2008). L’ensemble de ces données ont conduit à émettre l’hypothèse que CML9 pourrait 
participer aux mécanismes contrôlant les mouvements stomatiques en situation de déficit hydrique. 
Au cours de ce travail de thèse et afin de compléter les outils génétiques à disposition dans 
l’équipe, des plantes sur-exprimant le gène CML9 (OCC : Over-expression of CML9 in Col-8) ainsi que 
des plantes KO cml9.1 [Col-8] complémentées (CML9C : KO cml9 Complemented) ont été générées et 
caractérisées. Le comportement stomatique des génotypes d’intérêt a par la suite été évalué afin de 
déterminer la contribution de CML9 à la régulation du flux hydrique de la plante.  
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Enfin, l’influence de la perte d’expression du gène CML9 sur la croissance et le développement 
en situation de déficit hydrique a été évaluée à l’aide de la plateforme de phénotypage automatisé 
PHENOPSIS (Granier et al., 2006). 
 
B. Génération de lignées sur-exprimant le gène CML9 et de 
lignées KO cml9.1 complémentées  
Afin d’évaluer l’impact de la sur-expression du gène CML9 sur la tolérance des plantes aux stress 
environnementaux, la séquence codante du gène CML9 a été clonée sous le contrôle d’un promoteur 
fort constitué de 2 copies du promoteur 35S du virus de la mosaïque du chou-fleur (CaMV35S) 
(Figure 4.2 a). Cette construction P35S::CML9cds a été introduite via Agrobacterium tumefaciens chez 
Arabidopsis thaliana [Col-8+ pour d’obtenir des plantes sur-exprimant le gène CML9 (lignées OCC).  
Afin de compléter la gamme des génotypes disponibles, des lignées KO cml9.1 complémentées 
par le gène CML9 sauvage ont été générées (lignées CML9C, Figure 4.3 a). La séquence promotrice 
utilisée correspond aux 1500pb situées en amont du codon d’initiation de la transcription du gène 
CML9.  
  
C. Identification, sélection et caractérisation moléculaire des 
lignées OCC et CML9C  
Les graines issues de plantes transformées ont été sélectionnées pour leur résistance à 
l’Hygromycine (lignées OCC) ou au Glufosinate (lignées CML9C) afin d’identifier des transformants 
primaires (T1). Pour chaque transformation, 5 à 7 lignées de génération T1 présentant une résistance 
à l’agent de sélection (Hygromycine ou Glufosinate) ont ainsi été identifiées et autofécondées, puis 
les graines de génération T2 issues de ces plantes ont été sélectionnées une nouvelle fois pour leur 
résistance à l’agent de sélection. Les lignées OCC et CML9C de génération T2 ainsi identifiées ont été 
autofécondées et les graines récoltées. Les graines de génération T3 ainsi obtenues ont été 
sélectionnées une dernière fois pour identifier des lignées OCC et CML9C de génération T3 
présentant 100% de résistance à l’agent de sélection. Deux lignées indépendantes OCC de génération 
T3 (OCC2 et OCC5) ainsi que 2 lignées indépendantes CML9C de génération T3 (CML9C5 et CML9C6) 
ont ainsi été retenues.  
Une analyse par Southern-blot génomique a été réalisée afin de déterminer le nombre de copies 
de l’ADN-T P35S::CML9cds chez les lignées sur-exprimant le gène CML9 (OCC2 et OCC5) (Figure 4.2 b).  
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Etant donné la disposition des sites de restriction EcoRI au niveau de l’ADN-T P35S::CML9cds on 
s’attend à observer, dans le cas d’une insertion unique, 2 bandes dont les tailles sont supérieures à 
2401pb et à 1541pb, respectivement (Figure 4.2 a). L’hybridation de l’ADNg digéré par EcoRI avec la 
sonde radiomarquée (2X)CaMV35S révèle la présence de 2 bandes chez les lignées OCC2 (environ 
10kb et 9kb) comme chez les lignées OCC5 (environ 10kb et 4kb) (Figure 4.2 b). Etant donné la 
disposition des sites de restriction EcoRV au niveau de l’ADN-T P35S::CML9cds on s’attend à observer, 
dans le cas d’une insertion unique, 1 bande de 1867pb et 2 bandes dont la taille est supérieure à 
940pb et à 1504pb, respectivement (Figure 4.2 a). L’hybridation de l’ADNg digéré par EcoRV avec la 
sonde radiomarquée (2X)CaMV35S révèle la présence de 3 bandes chez les lignées OCC2 (environ 
1,8kb ; 4kb et 8kb) comme chez les lignées OCC5 (environ 1,8kb ; 4kb et 5kb) (Figure 4.2 b). Ces 
résultats indiquent que les lignées OCC2 et OCC5 présentent une insertion de l’ADN-T P35S::CML9cds 
à un seul locus.  
Une analyse du niveau d’expression du gène CML9 a été entreprise par Dot-blot chez les 
lignées sur-exprimant le gène CML9 (OCC2 et OCC5). Les ARN utilisés pour réaliser la quantification 
de l’expression de CML9 sont extraits à partir de feuilles déshydratées 15 min sous une hotte à flux 
laminaire afin d’induire l’expression du gène CML9. Les résultats indiquent que les lignées OCC2 et 
OCC5 présentent un niveau d’expression du gène CML9 respectivement multiplié par 1,09 et par 6,03 
par rapport aux plantes sauvages Col-8 (Figure 4.2 c). 
Le nombre de copies de l’ADN-T ProCML9::CML9ADNg a également été déterminé par Southern-
blot génomique chez les lignées KO cml9.1 complémentées (CML9C5 et CML9C6) (Figure 4.3 b). Etant 
donné la disposition des sites de restriction EcoRI au niveau de l’ADN-T ProCML9::CML9ADNg on 
s’attend à observer, dans le cas d’une insertion unique, 1 bande de 1871pb minimum (Figure 4.3 a). 
L’hybridation de l’ADNg digéré par EcoRI avec la sonde radiomarquée (2X)CaMV35S révèle la 
présence plusieurs signaux chez les lignées CML9C5 comme chez les lignées CML9C6 (Figure 4.3 b). 
Etant donné la disposition du site de restriction EcoRV au niveau de l’ADN-T ProCML9::CML9ADNg on 
s’attend à observer, dans le cas d’une insertion unique, 2 bandes dont la taille est égale ou 
supérieure à 973pb et à 3984pb (Figure 4.3 a). L’hybridation de l’ADNg digéré par EcoRV avec la 
sonde radiomarquée (2X)CaMV35S révèle la présence de signaux multiples chez les lignées CML9C5 
comme chez les lignées CML9C6 (Figure 4.3 a). Ces résultats indiquent que les lignées CML9C5 et 
CML9C6 présentent des insertions multiples de l’ADN-T ProCML9::CML9ADNg à des locus différents.  
Une analyse du niveau d’expression du gène CML9 a été entreprise par Dot-blot chez les 
lignées KO cml9.1 complémentées (CML9C5 et CML9C6). Les ARN utilisés pour réaliser la 
quantification de l’expression de CML9 sont extraits à partir de feuilles déshydratées 15 min sous une 
hotte à flux laminaire afin d’induire l’expression du gène CML9.  
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Les résultats indiquent que les lignées CML9C5 et CML9C6 présentent un niveau d’expression 
du gène CML9 respectivement multipliée par 2,61 et 1,10 (Figure 4.3 c).  
 
D. Impact de la perte de fonction et de la sur-expression du 
gène CML9 sur la régulation des mouvements stomatiques  
Dans la mesure où le gène CML9 est exprimé au niveau des cellules de garde (Figure 4.1 a) et que 
les lignées cml9.1 et cml9.2 présentent une tolérance accrue au stress hydrique (Figure 4.1 b), le 
comportement stomatique des lignées KO cml9.1 (accession Col-8) et cml9.2 (accession Ws-4) ainsi 
que des lignées sur-exprimant le gène CML9 (OCC5) a été évalué. Pour cela des mesures de la 
température foliaire ainsi que des mesures d’ouverture stomatique sur épidermes isolés ont été 
réalisées.  
Les mesures de température foliaire réalisées sur feuilles isolées n’ont pas mis en évidence de 
différence significative entre les génotypes Col-8, cml9.1 et OCC5 (Figure 4.4 a). Ni la perte de 
fonction ni la sur-expression du gène CML9 n’entrainent de modifications importantes de la 
température foliaire ce qui suggère que CML9 n’est pas un régulateur majeur de la transpiration.  
Afin de valider ces premières données, des mesures d’ouverture stomatique ont été réalisées sur 
épidermes isolés (Figure 4.4 b à d). Dans un premier temps l’effet inhibiteur de l’ABA sur l’ouverture 
stomatique induite par la lumière a été analysé chez le mutant cml9.1 et chez les plantes sur-
exprimant le gène CML9 (OCC5) (Figure 4.4 b). Les épidermes prélevés en fin de nuit sont incubés 30 
min. à l’obscurité pour induire une fermeture maximale des stomates, puis une mesure de 
l’ouverture stomatique est réalisée (D). A l’obscurité aucune différence significative n’est observée 
entre les lignées Col-8 et cml9.1. En revanche, les plantes OCC5 présentent à l’obscurité des stomates 
significativement plus fermés que les plantes KO cml9.1 ou que les plantes sauvages. Comme 
attendu, on observe après 3h d’exposition lumineuse en absence d’ABA une induction de l’ouverture 
stomatique. La perte d’expression ou la sur-expression du gène CML9 est toutefois sans effet sur 
l’ouverture stomatique induite par la lumière puisque l’ouverture stomatique des génotypes cml9.1 
et OCC5 est identique aux plantes sauvages. En présence de 1µM d’ABA on observe une inhibition de 
l’ouverture stomatique induite par la lumière. La perte ou la sur-expression du gène CML9 n’entraine 
pas de modification de la sensibilité des plantes KO cml9.1 et OCC5 à l’inhibition de l’ouverture 
stomatique par l’ABA.  
L’effet inhibiteur de l’ABA sur l’ouverture stomatique induite par la lumière a également été 
analysé chez le mutant allélique cml9.2 (accession Ws-4) (Figure 4.4 c).  
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Comme précédemment, les épidermes prélevés en fin de nuit sont incubés pendant 30min à 
l’obscurité pour induire une fermeture maximale des stomates, puis une mesure de l’ouverture 
stomatique à l’obscurité est réalisée (D). Les plantes KO cml9.2 présentent dans cette condition une 
ouverture stomatique identique aux plantes sauvages Ws-4. Après 3h d’exposition lumineuse en 
absence ou en présence d’ABA, les plantes KO cml9.2 présentent une ouverture stomatique 
identique aux plantes sauvages (Figure 4.4 c).  
La concentration en Ca2+ cytosolique ([Ca2+]cyt.) joue également un rôle primordial dans 
l’inhibition de l’ouverture stomatique induite par la lumière. A la lumière, la perception de l’ABA au 
niveau des cellules de garde entraine une activation de canaux calciques entrants et un relargage 
d’ions Ca2+ par la vacuole qui conduit à une augmentation de la [Ca2+]cyt.. Cette augmentation de la 
[Ca2+]cyt. entraine une inhibition de l’H
+-ATPase membranaire, principal moteur de l’ouverture 
stomatique et conduit à l’inhibition de l’ouverture stomatique (Kwak et al., 2008). Dans la mesure où 
le gène CML9, exprimé au niveau des cellules de garde, code une protéine capable de lier le Ca2+ et 
de modifier l’activité de protéines cibles, l’impact de la perte d’expression ou de la sur-expression du 
gène CML9 sur l’inhibition par le Ca2+ de l’ouverture stomatique induite par la lumière a été évalué 
(Figure 4.4 d). En réponse à la lumière et en absence de Ca2+ le comportement stomatique du mutant 
cml9.1 et de la lignée sur-expresseur OCC5 est identique à celui des plantes sauvages Col-8. De façon 
inattendue, les génotypes KO cml9.1 et sur-exprimant le gène CML9 (OCC5) apparaissent tous les 
deux moins sensibles que le génotype sauvage Col-8 à l’inhibition par le Ca2+ de l’ouverture 
stomatique. En présence de 100µM de Ca2+ les plantes cml9.1 et les plantes sur-expresseurs OCC5 
présentent en effet des stomates significativement plus ouverts que les plantes sauvages Col-8 
(p=0,0003954 et p=0,007026, respectivement). Cette tendance est toutefois moins marquée chez les 
plantes OCC5 qui présentent une augmentation de l’ouverture stomatique de 16,4% par rapport aux 
plantes sauvage Col-8 contre +26% pour les plantes mutantes cml9.1. 
L’ensemble de ces résultats indique que le gène CML9 d’Arabidopsis ne participe pas à la 
régulation de l’ouverture stomatique induite par la lumière ou à l’inhibition de l’ouverture 
stomatique par l’ABA. Toutefois les mesures d’ouverture réalisées en présence de Ca2+ suggèrent 
que la perte d’expression ou la sur-expression du gène CML9 perturbe les réponses liées au calcium 
au niveau de la cellule de garde.  
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E. Mesures des échanges gazeux par la technologie Li-COR 
Afin d’approfondir l’étude du comportement stomatique du mutant cml9.1, des mesures 
d’échanges gazeux ont été réalisées sur plante entière à l’aide d’un analyseur infrarouge des 
échanges gazeux (Li-Cor 6400). Cet appareillage est constitué d’une console permettant de contrôler 
différents paramètres de l’environnement et d’une chambre de mesure au niveau de laquelle sont 
situés des analyseurs infrarouge des flux d’air et d’eau. Le principe consiste à placer une feuille dans 
la chambre de mesure, la feuille est ensuite soumise à un flux d’air dont les caractéristiques sont 
fixées et peuvent être modulées par l’expérimentateur (intensité du flux d’air, température et 
hygrométrie de l’air, qualité et intensité de la lumière, teneur de l’air en CO2). L’analyse des flux 
entrants et sortants par les analyseurs infrarouge permet de mesurer l’évolution de la teneur de l’air 
en H2O et en CO2 et donc d’estimer la conductance foliaire, le flux transpiratoire ou encore la 
concentration intercellulaire en CO2.  
Au cours de ces expériences les plantes cml9.1 présentent une conductance qui peut être 
considérée comme identique aux plantes sauvages (Figure 4.5 a). De façon assez inattendue on 
observe chez les plantes cml9.1 un flux transpiratoire significativement supérieur aux plantes 
sauvages (Figure 4.5 b). Cette augmentation du flux transpiratoire chez les plantes cml9.1 
s’accompagne d’une augmentation de la concentration intercellulaire en CO2 (Ci) par rapport aux 
plantes sauvages lorsque la concentration de l’air en CO2 est de 360ppm ; en revanche à 50ppm de 
CO2, les concentrations intercellulaires en CO2 sont identiques entre plantes sauvages Col-8 et 
mutantes cml9.1 (Figure 4.5 c). L’analyse de la température foliaire ne révèle aucune différence 
significative entre les plantes Col-8 et les plantes cml9.1 (Figure 4.5 d) et confirment les mesures de 
température foliaire réalisées sur feuilles isolées par thermographie infrarouge.  
F. Capacité de régulation des pertes en eau du mutant cml9.2  
Afin d’évaluer l’influence de CML9 dans la régulation des pertes en eau en condition standard 
comme en condition de déficit hydrique prolongé des mesures de pertes d’eau sur rosettes 
détachées ont été réalisées chez le mutant cml9.2 et le génotype sauvage Ws-4. Des mesures de 
perte en eau ont également été réalisées chez le mutant ost2 et le génotype sauvage Col-8, à titre de 
comparaison. Des plantes d’Arabidopsis ont été cultivées sur un sol présentant une teneur en eau de 
35% (contrôle) ou de 20% (déficit hydrique) dès l’apparition de la deuxième feuille, puis après 4 
semaines de culture, les rosettes ont été séparées du système racinaire et des mesures du poids de 
la rosette ont été réalisées toute les 10 secondes pendant 30 minutes puis toutes les 10 minutes 
pendant 1h10 afin de mesurer les pertes en eau.   
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L’imposition d’un déficit hydrique prolongé entraine une diminution de la quantité d’eau 
transpirée par unité de surface chez les génotypes Ws-4, cml9.2 et Col-8, comme l’illustrent les 
cinétiques individuelles de perte en eau (Figure 4.6 a à c). En revanche l’imposition d’un déficit 
hydrique prolongé ne modifie pas la dynamique de perte en eau chez le mutant ost2 (Figure 4.6 d). 
L’activation constititutive de l’H+-ATPase AHA1 empêche la fermeture des stomates chez le mutant 
ost2 ; ce résultat illustre le rôle essentiel de cette protéine dans la régulation des mouvements 
stomatiques (Figure 4.6 d). Ces tendances sont confirmées par le calcul des quantités d’eau 
transpirées (Figure 4.6 e). Après 1h30 de mesure les quantités d’eau transpirées par le mutant cml9.2 
et son génotype sauvage Ws-4 sont respectivement de 8,6 ± 0,4 et de 9,0 ± 0,6 mg H2O cm
-², pour les 
plantes cultivées en condition contrôle (TE 35%) et de 4,9 ± 0,3 et 4,6 ± 0,4 mg H2O cm
-², pour les 
plantes cultivées en condition de déficit hydrique prolongé (TE 20%). L’imposition d’un stress 
hydrique entraine ainsi une réduction de la quantité d’eau transpirée de 48,9% chez Col-8 et de 43% 
chez cml9.2 par rapport aux plantes cultivées en condition contrôle. Ce résultat illustre la capacité de 
ces deux génotypes à réduire leur flux transpiratoire lorsque qu’ils sont exposés à un déficit 
hydrique. Les quantités d’eau perdues par ces deux génotypes sont quasiment égales quelque soit 
l’état hydrique du sol, la perte de fonction du gène CML9 n’altère donc pas la capacité de la plante à 
réguler ses pertes en eau en condition de déficit hydrique prolongé ou en condition standard. 
A titre de contrôle, les quantités d’eau perdues par le mutant ost2 et le génotype sauvage Col-8 
ont été analysées et sont respectivement de 12,6 ± 1,1 et 8,4 ± 0,2 mg H2O cm
-² lorsque les plantes 
sont cultivées en condition contrôle et de 13,2 ± 0,9 et 5,2 ± 0,6 mg H2O cm
-² lorsque les plantes sont 
cultivées en condition de déficit hydrique. Alors que l’imposition d’un déficit hydrique prolongé 
entraine une réduction de 38,4% de la quantité d’eau transpirée chez Col-8, on observe chez ost2 
une légère augmentation de la quantité d’eau transpirée (+4,2%). De plus, la quantité d’eau 
transpirée par le mutant ost2 est supérieure de 48% à celle du génotype sauvage Col-8 lorsque les 
plantes sont cultivées en condition contrôle et de 153% lorsque les plantes sont cultivées en 
condition de déficit hydrique. Ces résultats confirment que la mutation ost2 altère la capacité de la 
plante à réguler ses pertes en eau via une inhibition de la fermeture des stomates qui entraine une 
augmentation du flux transpiratoire y compris en absence de contrainte hydrique.  
L’étude par différentes approches de la contribution de CML9 à la régulation des mouvements 
stomatiques révèle que CML9 ne constitue pas un régulateur majeur des mouvements stomatiques 
en réponse au stress hydrique.  
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G. Influence de la mutation sur la croissance et le 
développement en conditions de stress hydrique prolongé 
Afin d’évaluer l’impact de la perte d’expression du gène CML9 sur la croissance et le 
développement en condition de stress hydrique prolongé, différents caractères morphologiques ont 
été mesurés chez les mutants cml9.1 et cml9.2 et leurs lignées sauvages respectives (Col-8 et Ws-4) à 
l’aide de la plateforme de phénotypage automatisé PHENOPSIS (Granier et al., 2006). Dès l’apparition 
des feuilles de rang 2, les plantes sont cultivées sur un sol présentant une teneur en eau relative de 
35% (condition témoin) ou de 20% (stress hydrique modéré) jusqu’à la floraison.  
L’influence de l’état hydrique du sol sur la croissance et le développement des génotypes 
d’intérêt a tout d’abord été évaluée en mesurant le poids frais de la rosette. En condition de stress 
hydrique on observe une réduction du poids frais de la rosette par rapport à la condition témoin 
comprise entre 60 et 75% selon les génotypes (respectivement -66,5%, -67% , -61% et -75,1% pour 
les génotypes Col-8, cml9.1, Ws-4 et cml9.2). En revanche, que ce soit en condition contrôle ou en 
condition de stress hydrique, la perte d’expression du gène CML9 n’entraine pas de modification 
significative du poids frais par rapport aux plantes sauvages (Figure 4.7 a et b). La perte d’expression 
du gène CML9 n’entraine pas non plus de modification significative du nombre total de feuilles, que 
ce soit en condition contrôle ou en condition de stress hydrique (Figure 4.7 c et d). L’influence de 
l’état hydrique du sol sur le nombre total de feuilles produites varie en fonction de l’accession 
considérée. On observe en effet une diminution significative du nombre total de feuilles en condition 
de stress hydrique chez les plantes d’accession Col-8 (-28,4% pour Col-8 et -26,8% pour cml9.1) alors 
que chez les plantes d’accession Ws-4 on observe des variations peu significatives du nombre total 
de feuilles (+2,7% pour Ws-4 et -4,1% pour cml9.2). 
La mesure de la surface foliaire totale qui représente la somme des surfaces foliaires de 
l’ensemble des feuilles de la rosette ne révèle pas de différence significative entre les plantes 
sauvages Col-8 et le mutant cml9.1 en condition témoin et en condition de stress hydrique (Figure 
4.7 e). Bien que l’on observe chez le mutant cml9.2 une diminution de la surface foliaire de 16% en 
condition témoin et de presque 40% en condition de stress hydrique par rapport aux plantes 
sauvages Ws-4 les différences de surface foliaire observées se révèlent non significatives. L’influence 
de l’état hydrique du sol sur l’évolution de la surface foliaire apparaît indépendante de l’accession 
considérée dans la mesure où on observe une réduction de la surface foliaire comprise entre 57% et 
69% selon l’écotype considéré (respectivement -66%, -67% pour les génotypes Col-8 et cml9.1 et -
57% et -69% pour les génotypes Ws-4 et cml9.2).   
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Le contenu en matière sèche de la rosette (CMSR), qui représente le rapport entre poids frais et 
poids sec de la rosette, et la surface spécifique de la rosette (SSR), qui représente la surface foliaire 
produite par unité de masse sèche sont des indicateurs couramment utilisés en écophysiologie pour 
estimer la stratégie d’utilisation des ressources par la plante. Il existe en effet au sein de la plante un 
compromis permanent entre deux stratégies opposées : une assimilation rapide des ressources 
favorisant la croissance de la plante et une conservation des ressources favorisant la protection des 
tissus (Vaieretti et al., 2007). Les espèces végétales favorisant une production rapide de la biomasse 
sont caractérisées par un CMSR faible et une SSR élevée, à l’inverse des espèces de plantes favorisant 
une conservation efficace des nutriments au détriment de la croissance sont caractérisées par un 
CMSR élevé et une SSR faible (Li et al., 2005).  
L’influence de la teneur en eau du sol et de la perte de fonction du gène cml9 sur la stratégie 
d’allocation des ressources a été évaluée au cours de 2 expériences indépendantes (Figure 4.8 a et 
b). En condition contrôle, les mutants cml9.1 et cml9.2 présentent un CMSR identique à leurs 
génotypes sauvages respectifs. En condition de stress hydrique on observe une augmentation du 
CMSR chez tous les génotypes analysés, cette augmentation est toutefois nettement plus prononcée 
chez les plantes d’accession Ws-4. En condition de stress hydrique on observe en effet une 
augmentation du CMSR de 86% et 38% chez les plantes Col8 et cml9.1 par rapport à la condition 
témoin alors que chez les plantes Ws-4 et cml9.2 l’augmentation du CMSR est respectivement de 
122% et de 102%. La perte de fonction du gène CML9 entraine une réduction significative du CMSR 
par rapport aux plantes sauvages en condition de stress hydrique. Dans cette condition, les plantes 
cml9.1 et cml9.2 présentent respectivement une réduction de 20% et de 18% du CMSR par rapport 
aux plantes sauvages Col-8 et Ws-4.  
La mesure de la surface spécifique de la rosette (SSR) conforte ces résultats (Figure 4.8 c et d). En 
condition contrôle, la perte de fonction du gène CML9 n’entraine pas de modification significative de 
la SSR par rapport aux plantes sauvages ; en revanche en condition de stress hydrique, celle-ci 
entraine une augmentation significative de la SSR par rapport aux plantes sauvages. En condition de 
stress hydrique on observe une réduction significative de la SSR chez tous les génotypes par rapport 
à la situation contrôle ; cette réduction apparaît toutefois plus marquée chez les plantes d’accessions 
Ws-4 que chez les plantes d’accession Col-8. La réduction de la SSR observée en condition de stress 
hydrique est respectivement de 23% et 34% pour les plantes Col-8 et cml9.1 et de 43% et 40% chez 
les plantes Ws-4 et cml9.2. En condition de stress hydrique la perte de fonction du gène CML9 
entraine une augmentation significative de la SSR par rapport aux génotypes sauvages.  
  
 
 
194 
 
  
 
 
195 
 
Cette augmentation de la SSR en condition de stress hydrique est de même ampleur chez les 
mutants cml9 d’accessions Col-8 (cml9.1) ou Ws-4 (cml9.2) ; les plantes cml9.1 et cml9.2 présentent 
ainsi une augmentation de 14% et de 15%, respectivement, de la SSR par rapport aux plantes 
sauvages.  
 
H. Conclusions 
Afin de déterminer si la tolérance accrue au stress hydrique des plantes KO pour le gène CML9 
résulte d’une meilleure régulation des flux hydriques le comportement stomatique des mutants cml9 
a été analysé à l’aide de différentes approches et à différentes échelles. L’altération du gène CML9 
n’entraine pas de modification du comportement stomatique à l’obscurité ou après 3h d’exposition 
lumineuse en présence ou en absence d’ABA. Des mesures de la température foliaire par 
thermographie IR, d’échanges gazeux sur plantes entières et de perte d’eau sur rosettes isolées ont 
été combinées pour évaluer la contribution du gène CML9 à la régulation des pertes en eau en 
situation contrôle ou en condition de déficit hydrique. Ces mesures indiquent que le flux 
transpiratoire des mutants cml9.1 et cml9.2 est sensiblement égal à celui de leurs génotypes 
sauvages quelque soit l’état hydrique de la plante. L’ensemble de ces résultats indique que CML9 ne 
constitue pas un régulateur majeur des mouvements stomatiques qui permettent à la plante de 
réguler ses pertes en eau. La sensibilité altérée du mutant cml9 à l’inhibition de l’ouverture 
stomatique par le Ca2+ n’exclue toutefois pas la possibilité que CML9 participe au décodage des 
signaux calciques au niveau de la cellule de garde et à une régulation fine des mouvements 
stomatiques contrôlés en partie par les variations de concentration en Ca2+ intracellulaire. 
L’impact de la perte de fonction du gène CML9 sur la croissance et le développement en 
condition de stress hydrique a également été évalué. Les résultats obtenus mettent en évidence 
l’implication du gène CML9 dans la régulation de l’utilisation des nutriments en condition de stress 
hydrique. En effet, l’équilibre entre assimilation rapide des nutriments (croissance) et stockage de 
ces mêmes nutriments (inhibition de la croissance) apparaît moins perturbée par le stress hydrique 
chez les mutants cml9. La perte de fonction du gène CML9 minimise l’inhibition de la croissance 
induite par le stress hydrique, le gène CML9 jouerait donc un rôle de régulateur positif de l’inhibition 
de la croissance induite par le stress hydrique. Ce mécanisme pourrait expliquer en partie le 
phénotype de tolérance accrue au stress hydrique des mutants alléliques cml9.  
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Chapitre 5 - Discussion Générale, Conclusions et Perspectives 
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Ces travaux de thèse visaient à élucider le rôle de deux protéines de stress dans la mise en 
place des réponses aux contraintes de l’environnement chez la plante modèle Arabidopsis thaliana. 
Le travail a porté sur la caractérisation fonctionnelle i) du gène RD20 (Responsive to Dehydration 
20kDa) codant une protéine de fonction inconnue au moment où cette thèse a été initiée et ii) du 
gène CML9 codant une Calmodulin-like protein d’Arabidopsis pour laquelle un rôle de régulateur 
négatif dans les réponses au stress hydrique avait été démontré (Magnan, 2007; Magnan et al., 
2008). Au vu des résultats acquis à l’issue de la première année de thèse, les travaux se sont 
principalement focalisés sur la mise en évidence du rôle de RD20 dans les réponses aux contraintes 
environnementales chez Arabidopsis et plus particulièrement dans la réponse au stress hydrique. 
RD20, une caléosine associée aux contraintes de l’environnement 
RD20 appartient à la catégorie de gènes induits de façon rapide et intense en réponse à de 
nombreux stimuli de l’environnement (Seki et al., 2001; Seki et al., 2002a; Seki et al., 2002b; Oono et 
al., 2003; Leonhardt et al., 2004; Takahashi et al., 2004; Kilian et al., 2007) et il fait partie des gènes 
marqueurs utilisés dans le cas des stress de nature abiotique et en réponse à l’ABA. Dans un premier 
temps, nous avons cherché à compléter ces données d’expression au niveau spatial et temporel au 
travers d’approches variées et complémentaires. Ces études ont révélé que RD20 est finement régulé 
non seulement au cours du développement et en réponses à des contraintes abiotiques (stress 
hydrique, salin, osmotique, mécanique) mais également en réponse à des stimuli de nature biotique 
(Pseudomonas syringae) ou en réponse à l’apport exogène d’autres hormones que l’ABA comme le 
méthyl-jasmonate (MeJa) (Figure 5.1). Ces données montrent ainsi que RD20 se comporte comme un 
gène de stress général et que de multiples stimuli sont capables de déclencher sa transcription de 
façon rapide mais également transitoire. 
Dans la mesure où RD20 appartient à une famille multi-génique et que l’on ne peut pas 
exclure l’existence de redondance fonctionnelle entre les différents gènes de caléosine, une analyse 
détaillée des autres gènes a été réalisée en exploitant notamment les données issues de l’analyse du 
transcriptome d’Arabidopsis. De façon intéressante, la plupart des gènes de caléosine sont transcrits 
au cours de la maturation de la fleur et de la graine. Les processus de formation de la fleur et de 
maturation de la graine sont caractérisés par l’accumulation de réserves et par la déshydratation des 
tissus (Cutler et al., 2010). Aussi, cela suggère un rôle pour la plupart des caléosines dans 
l’accumulation des réserves et/ou dans l’acquisition de la tolérance à la dessiccation qui prennent 
place au cours de ces étapes (Sadeghipour and Bhatla, 2002; David et al., 2010). Par ailleurs, seuls les 
travaux publiés par Poxleitner et al. (2006) suggèrent qu’AtCLO1 et AtCLO2 seraient impliqués dans la 
mobilisation des lipides de réserves au cours de la germination.  
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Les données du transcriptome constituent aujourd’hui une mine d’informations sur le niveau 
d’expression des gènes d’un organisme et ces données peuvent être utilisés pour identifier quels 
sont les gènes qui présentent des profils d’expression communs (Manfield et al., 2006). Cette analyse 
a été réalisée (Figure 2.12) et montre clairement que le gène RD20 est très faiblement co-régulé avec 
les autres gènes de caléosine ce qui laisse penser que RD20 agit dans des processus cellulaires 
distincts des autres caléosines. Cette analyse met également en évidence qu’AtCLO1 et AtCLO2 ont 
des profils d’expression très semblables et bien que Hanano et al. (2006) aient montré que ces deux 
protéines agissent comme des péroxygénases, leurs fonctions biologiques ne sont pas totalement 
redondantes puisqu’un mutant simple dans le gène AtCLO1 conduit à un retard de croissance 
(Poxleitner et al., 2006). Ces données suggèrent ainsi que chaque caléosine d’Arabidopsis pourrait 
exercer une fonction qui lui est propre au cours du développement, dans certains types cellulaires ou 
en fonction des conditions de culture. 
Aucune information n’est pour le moment disponible sur la fonction des autres gènes de 
caléosines (AtCLO4, AtCLO5, …). On relève cependant des différences importantes entre les profils 
d’expressions de RD20/AtCLO3, d’AtCLO4 et d’AtCLO5. Les gènes AtCLO4 et AtCLO5 sont plus 
fortement transcrits au niveau du système racinaire alors que le gène RD20 est exclusivement 
exprimé au niveau aérien. Ces données montrent ainsi que le rôle des caléosines ne peut se limiter 
aux graines et aux étapes de germination. A des stades plus tardifs du développement, le gène RD20 
est le seul gène de cette famille à être induit en réponse à des stimuli de nature abiotique, biotiques 
ou en réponse à l’apport de certains régulateurs de croissance. Ces résultats illustrent la singularité 
du gène RD20 par rapport aux autres gènes de caléosine et tendent à démontrer que le gène RD20 
code une caléosine spécifique de la réponse aux stress environnementaux. L’expression du gène 
RD20 est sous le contrôle de voies de signalisation ABA-dépendantes comme l’illustrent l’induction 
de ce gène par les stress hydrique, osmotique ou salin qui ont comme caractéristiques communes la 
production d’ABA et l’activation de voies de signalisation dépendantes de l’ABA (Seki et al., 2002a; 
Seki et al., 2003; Barrero et al., 2006). Les résultats montrent également que la transcription du gène 
RD20 est dépendante de la néo-synthèse d’ABA et du facteur de transcription ABI5 (Finkelstein and 
Lynch, 2000) (Figure 2.9 e). L’expression du gène RD20 au niveau de structures impliquées dans la 
gestion des flux hydriques comme les stomates et les hydatodes (Fig 2.8 et § 2.2.2.i) ou encore au 
niveau des vaisseaux conducteurs (sites de néo-synthèse d’ABA en réponse au stress hydrique (Endo 
et al., 2008)) suggèrent un lien entre RD20 et la régulation des flux hydriques de la plante par l’ABA. 
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RD20 est également transcrit en réponse à des stimuli de nature biotiques, notamment en 
réponse aux pathogènes P. syringae et B. cinerea mais également en réponse à la blessure ou à 
l’application exogène de MeJA, une hormone essentielle à la mise en place des réactions de défense 
face aux pathogènes (Howe and Schilmiller, 2002; Wasternack, 2007; Balbi and Devoto, 2008). Des 
évidences de plus en plus nombreuses montrent d’ailleurs que l’ABA est capable d’agir, selon la 
nature du pathogène, comme un effecteur positif et/ou négatif dans les réponses des plantes aux 
stress biotiques en interférant avec les autres voies de signalisation hormonales (Robert-Seilaniantz 
et al., 2007; Asselbergh et al., 2008; Ton et al., 2009). Si l’expression du gène RD20 est induite en 
réponse à l’infiltration de pathogènes bactériens ou fongiques, son expression ne varie pas en 
réponse à l’infiltration par des éliciteurs ce qui laisse penser que RD20 n’est probablement pas 
impliqué dans les étapes de perception du pathogène. Par ailleurs, nous avons pu montrer que ni la 
mutation ni la sur-expression de RD20 n’entraine de modification dans les réponses à Pseudomonas 
syringae. Cependant, afin d’apporter une réponse définitive sur le rôle de RD20 dans les réponses 
aux pathogènes, on ne peut se limiter à l’étude d’un seul pathosystème et il sera nécessaire de 
réaliser des expériences similaires avec d’autres pathogènes bactériens mais également avec des 
champignons (i.e. B. cinerea) ou des oomycètes (i.e. Phytophtora ou Aphanomyces). 
Comme montré dans le chapitre II, la recherche des cis-éléments dans la région promotrice 
des gènes de caléosine indique de façon claire que les motifs ABRE (ABA-responsive element) et DRE 
(dehydration-responsive element) sont sur-représentés dans la région promotrice de RD20 par 
rapport aux autres promoteurs. Ces données mettent également en avant la présence de motifs de 
liaison au facteur de transcription AtMYC2 qui agit comme un régulateur positif des voies ABA en 
situation de stress hydrique (Abe et al., 2003). Par ailleurs, la présence d’éléments ABRE/CBF2 est 
souvent associée à la sénescence des feuilles et aux réponses à l’ABA (Sharabi-Schwager et al., 
2010b) ce qui est cohérent avec le profil d’expression de RD20 dans les fleurs. RD20 est induit par la 
blessure et son expression est limitée aux sites de lésions. Il est également connu que la blessure 
provoque une perte en eau au niveau des tissus blessés et il a été montré que l’ABA est nécessaire 
pour mettre en place les réponses associées (Hillwig et al., 2008). L’ensemble de ces résultats 
suggère donc, que dans la majorité des cas, l’induction de RD20 résulte d’un processus dépendant de 
l’ABA.  
L’analyse des gènes exprimés dans les mêmes conditions que le gène d’intérêt est un des 
moyens de mieux cerner les processus physiologiques auquel participe le produit du gène d’intérêt.  
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L’analyse sur les caléosines « graine-spécifique » AtCLO1 et AtCLO2, montre que les gènes qui 
sont co-exprimés sont principalement impliqués dans la maturation et dans la protection des tissus 
au niveau de la graine (oléosines, stéréo-oléosines, déhydrines, protéines LEA, Lipid transfert protein) 
(Annexe V). Aucun de ces gènes n’apparait co-exprimé avec le gène RD20.  
Parmi les 50 gênes positivement co-exprimés avec RD20, on retrouve 8 gènes codant des 
protéines phosphatase 2C de type A et notamment les gènes ABI1, ABI2, HAB1, HAB2 et ABHG3 
(Schweighofer et al., 2004) (Annexe V). Ces protéines jouent un rôle essentiel dans la perception et la 
signalisation de l’ABA en inhibant l’activité des kinases SnRK2 impliqués dans l’activation et la 
phosphorylation des protéines cibles activées par l’ABA (Weiner et al., 2010). Aucun de ces gènes 
n’apparait co-exprimés avec les autres membres de la famille ce qui souligne une fois de plus la 
singularité de RD20 par rapport aux autres caléosines et le rôle spécifique de RD20 dans la réponse 
au stress hydrique et à l’ABA. 
RD20, un régulateur positif « discret » dans la réponse au stress 
hydrique 
La contribution du gène RD20 dans la réponse aux contraintes hydriques, salines et à l’apport 
exogène d’ABA a été évaluée au travers d’une analyse fonctionnelle via une approche de génétique 
inverse utilisant des lignées KO (rd20) et des lignées transgénqiues sur-exprimant RD20 (ORC et ORK). 
Les résultats obtenus indiquent que la protéine RD20 participe à la régulation des voies de 
signalisation ABA-dépendantes au niveau de la graine ainsi qu’au niveau du stomate. L’implication de 
RD20 dans la réponse au stress hydrique chez Arabidopsis a été évaluée à différentes échelles et en 
réponse à des stress d’intensité et de nature diverses. D’après les résultats obtenus, il apparait que 
RD20 participe de façon indirecte à la régulation de la croissance en condition de stress hydrique 
prolongé mais ne participe pas à l’ajustement du potentiel osmotique foliaire ou encore à 
l’accumulation de sucres solubles. L’expression du gène RD20 au niveau des cellules de garde et 
l’induction du gène par l’ABA et le stress hydrique nous ont conduits à évaluer l’implication de RD20 
dans la régulation des mouvements stomatiques.  
Si RD20 ne peut être considéré comme un régulateur majeur des mouvements stomatiques, 
les résultats obtenus indiquent néanmoins que RD20 participe une régulation fine des ces 
mouvements. En effet les plantes KO pour le gène RD20 présentent une légère mais très significative 
réduction de la température foliaire, signe d’un flux transpiratoire légèrement supérieur.  
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Les résultats montrent que RD20 exerce un effet inhibiteur sur l’ouverture stomatique induite par la 
lumière et les expériences réalisées en présence de Fusicoccine indiquent que cet effet inhibiteur de 
RD20 sur l’ouverture stomatique s’exerce au travers d’une inhibition de l’activité de l’H+-ATPase 
membranaire, principale force motrice de l’ouverture stomatique (Kwak et al., 2008). RD20 participe 
également à l’inhibition de l’ouverture stomatique par l’ABA ; l’activité de la protéine RD20 semble 
en effet essentielle pour que le potentiel inhibiteur de l’ABA s’exprime pleinement au cours des 
expériences d’inhibition de l’ouverture stomatique.  
Si l’expression du gène RD20 est fortement induite en réponse au stress hydrique, elle est 
réprimée après une réhydratation (Oono et al., 2003) ce qui suggère que l’activité de la protéine 
RD20 est en lien direct avec le statut hydrique de la plante. L’analyse des plantes KO pour le gène 
RD20 présentent une moins bonne Water Use Efficiency ou WUE c'est-à-dire une moins bonne 
capacité à utiliser l’eau disponible dans le sol en condition de stress hydrique que les plantes 
sauvages. RD20 constitue donc un régulateur positif de l’efficience d’utilisation de l’eau. D’après la 
bibliographie, seulement deux gènes (ERECTA et GPA1) ont été identifiés comme des régulateurs de 
la WUE (Masle et al., 2005; Nilson and Assmann, 2010a; Nilson and Assmann, 2010b). Il est 
aujourd’hui clairement admis que la WUE est un caractère complexe régulé par de multiples loci 
(Juenger et al., 2005). De façon intéressante, comme ERECTA, GPA1 et un QTL contrôlant la WUE 
identifié par Juenger et al. (2005), le gène RD20 est localisé à la base du chromosome 2 
d’Arabidopsis, une région chromosomique qui pourrait contrôler la transpiration et la gestion de 
l’eau en condition de déficit hydrique chez Arabidopsis. 
Nous avons également montré que les plantes KO pour le gène RD20 présentent une plus 
grande sensibilité que des plantes sauvages à un arrêt de l’arrosage, et qu’inversement la sur-
expression du gène RD20 semble conférer une meilleure tolérance à la déshydratation. Ainsi, par la 
combinaison d’approches moléculaire, génétique et éco-physiologique, nous avons montré que RD20 
participe aux mécanismes de tolérance au déficit hydrique au travers de la régulation de l’ouverture 
stomatique, de la croissance et de la WUE. Le rôle de RD20 ne se limite pas à la tolérance à la 
sécheresse mais cette protéine est également impliquée dans la tolérance au stress salin. Sachant 
que RD20 est induit par de multiples stimuli de nature abiotique (Kant et al., 2008), on peut supposer 
que RD20 agisse au niveau d’un « nœud de signalisation » à l’origine de la mise en place de réponses 
multiples.   
 
 
208 
 
  
 
 
209 
 
RD20, une caléosine impliquée dans de multiples réponses à l’ABA 
Il est bien admis que l’ABA participe à de nombreux processus physiologiques comme la 
germination, la croissance de jeunes plantules, la régulation de la transpiration (Figure 5.2) 
(Schroeder et al., 2001a; Finkelstein et al., 2002). Les résultats présentés dans ce manuscrit montrent 
également que la protéine RD20 est impliquée dans la signalisation ABA au niveau de la graine et au 
niveau racinaire. Au niveau de la graine la perte d’expression du gène RD20 est associée à une plus 
grande sensibilité à l’inhibition de la germination par l’ABA mais aussi par des stress salin et 
osmotique qui induisent une synthèse d’ABA au niveau de la graine. Inversement, la sur-expression 
du gène RD20 confère une plus grande tolérance à ces différentes contraintes.  
Au niveau racinaire, la perte d’expression du gène RD20 rend les plantes KO plus sensibles à 
l’effet inhibiteur de l’ABA sur la croissance racinaire, et à l’inverse, la sur-expression du gène RD20 
confère une plus grande tolérance des plantes à l’inhibition de la croissance racinaire par l’ABA. Au 
niveau de la graine mais également au niveau racinaire, RD20 jouerait un rôle de régulateur négatif 
de la signalisation ABA. De façon surprenante, la mutation dans le gène RD20 altère non seulement la 
germination en présence d’ABA mais également les mouvements stomatiques controlées par l’ABA. 
Ces données peuvent sembler contradictoires mais la découverte récente de multiples systèmes de 
perception de l’ABA comme l’existence de nombreux éléments de signalisation (kinases, 
phosphatases, proteines G …) montre que l’ABA exerce son action au travers d’un réseau de 
signalisation complexe permettant de réguler de manière fine de multiples processus physiologiques 
au cours du développement et en réponse à des stimuli biotiques et abiotique (Robert-Seilaniantz et 
al., 2007; Ton et al., 2009; Cutler et al., 2010; Hubbard et al., 2010; Kline et al., 2010; Klingler et al., 
2010; Raghavendra et al., 2010). 
Quels sont les processus moléculaires régulés par RD20 ? 
D’après sa séquence peptidique, RD20 présente toutes les caractéristiques d’une caléosine 
(Hanano et al., 2006). Aussi, de façon à déterminer si RD20, comme les autres caléosines décrites à 
ce jour est également une protéine associée aux vésicules lipidiques ou Oil Bodies (OB), une analyse 
de sa localisation subcellulaire a été entreprise. Les résultats indiquent que RD20 ne fait pas 
exception à la règle et qu’elle est elle aussi une caléosine associée aux OB. Cela suggère que RD20 
puisse agir comme une péroxygénase et qu’elle contribuerait à la modification et/ou à la dégradation 
des lipides contenus dans ces vésicules (Figure 5.3). L’implication de péroxygénase de Maïs dans la 
biosynthèse de la cutine a été montrée par Lequeu et al. (2003).  
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La biosynthèse de la cuticule et des cires est en général stimulée par le déficit hydrique et 
l’ABA et il semble admis que l’épaisseur de la cuticule et que la composition en acide gras des cires 
épicuticulaires constituent une barrière étanche limitant les pertes en eau (Kosma and Jenks, 2007; 
Kosma et al., 2009). Dans la mesure où des travaux récents ont montré que les caléosines, y compris 
RD20, possèdent une activité peroxygenase (Hanano et al., 2006; Partridge and Murphy, 2009) et où 
une telle activité pourrait être impliqué dans l’élaboration ou la modification des constituants de la 
cuticule, une analyse de la teneur et de la composition en cires et en cutine a été réalisée sur les 
génotypes d’intérêt. Les résultats indiquent que la perte ou la sur-expression du gène RD20 
entrainent des modifications substantielles de la composition et de la quantité globale de cires et de 
cutine ce qui suggère que RD20 pourrait également participer à l’élaboration de la cuticule ou à sa 
modification ou encore que RD20 et les enzymes impliquées dans la synthèse ou la modification de la 
cuticule partagent des substrats communs.  
Par ailleurs, de nombreuses données indiquent que les lipides agissent comme des 
médiateurs dans de nombreux processus physiologiques comme la croissance, la différenciation 
cellulaire et en réponses à des stress (Wang, 2004). Ainsi, il a été montré qu’en situation de 
sécheresse, on observe une production importante d’acide phosphatidique qui peut mimer l’effet de 
l’ABA (Zhang et al., 2004; Testerink and Munnik, 2005). Plus récemment, Coca and San Segundo 
(2010) ont montré que CPK1, une protéine kinase calcium dépendante (CPK1) associée aux OBs est 
capable de moduler la résistance à certains pathogènes chez Arabidopsis. Ces travaux montrent ainsi 
que les OBs sont retrouvés dans de nombreux types cellulaires et ne sont pas uniquement présent 
dans les graines et qu’ils ne peuvent donc pas être considérés exclusivement comme des organites 
de réserve. Les données relatives au rôle des OBs dans des tissus autres que les tisuss de réserves 
sont rares mais les travaux présentés dans ce manuscrit pourraient permettre de mieux appréhender 
la fonction de ces organites et des protéines associées dans le cas de la réponse aux stress. En effet, 
le présent travail établit un lien entre activité peroxygénase et contrôle des mouvements stomatique 
et suggère un lien entre signalisation lipidique/oxylipines et régulation des pertes en eau. 
L’implication des phospholipides et de dérivés lipidiques dans la régulation stomatique démontrent 
le lien qui existe entre signalisation lipidique et régulation des mouvements stomatique (Sang et al., 
2001; Lee et al., 2007; Hyun et al., 2008; Seo et al., 2008; Scherer et al., 2010). La recherche des 
substrats et des produits de l’activité PXG de RD20 est une des perspectives de recherche à envisager 
afin de préciser i) quels sont les composés modifiés par l’activité de RD20, ii) quels sont leur effets 
physiologiques et iii) quels rôles jouent ces derniers dans les réponses aux stress environnementaux. 
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Quel mode d’action pour CML9, un régulateur négatif des réponses au 
stress hydrique ? 
Le second volet ce travail de thèse avait pour objectif de déterminer la contribution de CML9, 
une calmodulin–like protein d’Arabidopsis dans la régulation des mouvements stomatiques. En effet, 
les travaux réalisés dans l’équipe par F. Magnan montrent clairement que le gène CML9 est induit par 
le stress hydrique et l’ABA et que cette expression est intense au niveau des cellules de garde. Par 
ailleurs, les mutants cml9.1 et cml9.2 présentent une meilleure tolérance au stress hydrique que les 
plantes sauvages (Magnan, 2007; Magnan et al., 2008). Dans un premier temps et afin de compléter 
les outils génétiques disponibles, des lignées sur-exprimant CML9 ainsi que des lignées KO 
complémentées ont été générées et caractérisées. L’implication de CML9 dans la régulation des 
pertes en eau a ensuite été analysée au travers d’approches complémentaires comprenant des 
mesures d’ouverture stomatique sur épidermes isolés et des analyses de suivi de la croissance sur 
plantes entières. Les mesures de flux transpiratoire sur plante entière ou sur rosette détachée ainsi 
que les mesures d’ouverture stomatique démontrent que CML9 ne constitue pas un régulateur 
majeur des mouvements stomatiques. Ces résultats suggèrent que la tolérance accrue des mutants 
cml9 au stress hydrique ne résulte pas d’une réduction du flux transpiratoire.  
Afin de déterminer les effets de la perte d’expression de CML9 en condition de stress 
hydrique, la croissance et le développement du mutant cml9.2 a été évaluée en condition de stress 
hydrique prolongé. Les résultats obtenus montrent que la perte de fonction du gène CML9 entraine 
une meilleure adaptation des plantes au stress hydrique. En effet, si on observe une réduction de 
même ampleur du nombre de feuilles et de la biomasse produite chez les plantes sauvages Ws-4 et 
chez le mutant cml9.2 en réponse au stress hydrique, ce dernier apparaît moins sensible à la 
réduction de la surface foliaire spécifique et à l’augmentation du contenu en matière sèche de la 
rosette. Ces résultats mettent en évidence l’implication du gène CML9 dans la régulation de 
l’utilisation des nutriments en condition de stress hydrique. Ce mécanisme pourrait expliquer en 
partie le phénotype de tolérance accrue au stress hydrique des mutants alléliques cml9.  
Une analyse métabolomique récente visant à quantifier 36 métabolites (acides aminés, 
glucosinolates, flavonoïdes) chez 225 accessions d’Arabidopsis et chez 2656 lignées knock-out et sur-
expresseurs, dont les lignées KO cml9 et sur-exprimant CML9 a été réalisée (Hirai et al., 2010). Ces 
travaux révèlent chez le mutant cml9 une hyper-accumulation de 3 acides aminés branchés (valine, 
leucine et isoleucine) (Figure 5.4 a). A l’inverse, les lignées sur-exprimant CML9 présentent une 
teneur en valine, leucine et isoleucine plus faible que les lignées sauvages et KO.  
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En situation de déficit hydrique ou en réponse à un stress osmotique, on observe une 
accumulation importante de ces acides aminés ce qui suggère qu’ils puisse agir en tant 
qu’osmoprotectant (Joshi et al., 2010). S’il est bien établi que certains acides aminés comme la 
proline jouent un rôle d’osmoprotectant, l’accumulation de proline ne contribue qu’a hauteur de 
10% du total des acides aminés accumulés après un déficit hydrique, soit beaucoup moins que la 
valine, la leucine ou l’isoleucine, comme cela a été montré Arabidopsis et chez Lathyrus sylvestris 
(Shen et al., 1989; Shen et al., 1990; Nambara et al., 1998). Enfin, les travaux de Taylor et al. (2004) 
montrent que ces acides aminés branchés constitueraient une source alternative de carbone chez 
des plantes soumises à des conditions de stress. L’ensemble de ces données suggèrent fortement 
que CML9 exercerait un contrôle négatif sur la voie de biosynthèses de ces acides aminés. L’action de 
CML9 pourrait s’effectuer au travers de la modulation de protéines cibles qui agiraient soit 
directement dans la voie de biosynthèse soit sur sa régulation. Ces amides aminés branchés 
serviraient d’une part d’osmoprotectant pour limiter les pertes en eau et de source de carbone ce 
qui contribuerait in fine à la meilleure tolérance et au maintien de la croissance observée chez les 
plantes KO cml9 en conditions de déficit hydrique (Figure 5.4 b).  
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Chapitre 6  - Matériels et Méthodes 
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A. Matériel végétal et conditions de culture 
Deux accessions de la plante modèle Arabidopsis thaliana on été utilisées au cours de ce travail 
de thèse, Columbia [Col-8] et Wassilewskija [Ws-4]. La lignée mutante pour le gène AtCML9 
(At3g51920,) cml9-1 [Col-8] et les lignées mutantes aba1-5 [Col] et abi 1-1 [Ler] respectivement 
déficientes pour la synthèse ou la perception de l’acide abscissique (ABA) ont été obtenues auprès de 
la collection de mutants du Nottingham Arabidopsis Stock Center (NASC, UK). La lignée mutante pour 
le gène RD20 (At2g33380), rd20 [Ws-4] et la lignée mutante pour le gène AtCML9 (At3g51920,) cml9-
2 [Ws-4] ont été obtenues auprès de la collection de mutants ADN-T de l’INRA de Versailles. Pour 
minimiser les variations dans la qualité des graines, les graines ont été récoltées sur des plantes 
cultivées de façon identique sur la même période. Les conditions de culture décrites dans ce 
paragraphe correspondent aux conditions standard de culture ainsi qu’aux conditions utilisées pour 
générer le matériel destiné aux analyses d’expression. Les conditions particulières appliquées aux 
cours de certaines expérimentations seront présentées dans les paragraphes appropriés. Pour 
obtenir des plantes adultes, les graines sont semées sur tourbe (Jiffy®, France) ou sur terreau (H4, 
Treff, Suisse). Après 3 à 4 semaines en salle de culture (température 20°C, photopériode 16h, 
humidité relative 70%) et à l’apparition des hampes florales un système de récolte est mis en place 
(Aracon, Arasystems, Belgique). Après un mois de culture, l’arrosage est interrompu, les graines sont 
récoltées et stockées à 4°C à l’obscurité. Pour les cultures in vitro les graines sont stérilisées 10min 
dans une solution d’hypochlorite de sodium 0,4% chlorométrique diluée dans 5 volumes d’éthanol, 
rincées deux fois avec de l’éthanol 95% puis séchées sous hotte stérile 2h maximum avant d’être 
semées dans des boites de Pétri sur milieu minimum MS/2, (Murashige & Skoog, Sigma-Aldrich, 
M5524) à pH 5,7, additionné d’agar 1% (Sigma-Aldrich, A1296-1KG). Pour synchroniser la 
germination des différentes lignées les boites de Pétri sont transférées 48 à 72h à 4°C et à l’obscurité 
avant d’être transférées en salle culture (température 20°C, photopériode 16h, humidité relative 
40%). Lorsque des collectes de matériel végétal sont effectuées, le matériel prélevé est 
immédiatement congelé dans l’azote liquide et stocké à -80°C.  
B. Souches bactériennes et conditions de culture 
Les souches bactériennes utilisées au cours de ce travail sont les suivantes : 
 
 Escherichia coli DH5, utilisée pour le clonage de la séquence promotrice du gène RD20 
(construction pRD20::GUS) ; de la séquence promoteur gène RD20 – gène RD20 (construction 
pRD20::RD20-GUS) ; de l’ADNc RD20 (constructions p35s::RD20 et p35s::RD20-GFP-GUS).  
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 Escherichia coli One Shot® Top10 (Invitrogen) utilisée pour réaliser l’amplification et le 
clonage de l’ADNc RD20 dans le vecteur pRJG23, est résistante à l’ampicilline et à la 
kanamycine. 
 Agrobacterium tumefaciens C58C1 (pMP90) (Koncz et al., 1989) utilisée pour la 
transformation stable d’Arabidopsis thaliana. Cette souche est (i) résistante à la rifampicine 
grâce à un marqueur chromosomal et (ii) à la gentamicine grâce au marqueur du plasmide Ti 
(Tumor inducing). Le plasmide Ti porte les composants qui assurent le transfert de l’ADN-T 
des vecteurs de transformation vers le génome de l’hôte. 
 Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000, utilisée pour les expériences de dénombrement 
bactérien et de symptomatologie. Cette souche est résistante à la rifampicine suite à une 
mutation spontanée de la souche sauvage DC52 (Cuppels, 1986).  
La culture des souches d’A. tumefaciens et de P.syringae est réalisée à 28°C et la culture des 
souches d’E. coli à 37°C. Les cultures liquides sont réalisées sous agitation et à l’obscurité dans un 
milieu LB (Annexe I) contenant le(s) antibiotique(s) approprié(s). Les cultures solides sont réalisées 
sur milieu LB + agar contenant le(s) antibiotique(s) approprié(s). 
C. Techniques de biologie moléculaire 
1. Extraction d’ADN génomique (ADNg) d’Arabidopsis  
Une à deux feuilles d’Arabidopsis (environ 50mg) sont broyées dans l’azote liquide, la poudre 
obtenue est transférée dans un micro-tube (Eppendorf) renfermant 400µl de tampon d’extraction 
[CTAB 2% (p/v) [Sigma] ; Tris-HCl 100mM (pH 8) ; NaCl 1,4M; EDTA 20mM ; 0,5% -mercapto-ethanol 
(v/v)]. Le mélange est ensuite incubé à 65°C pendant 30 minutes. Après ajout de 300µl de 
chloroforme le mélange est agité vigoureusement toutes les 5 minutes pendant 15 minutes. Les 
tubes sont ensuite centrifugés à 13000 rpm pendant 10 minutes et la phase supérieure aqueuse est 
transférée dans un micro-tube. 300µl d’isopropanol sont ajoutés au mélange et le mélange est 
immédiatement centrifugé à 13000 rpm pendant 20 secondes. Le surnageant est ensuite éliminé et 
le culot d’ADN est lavé dans 500µl d’éthanol 70%. Après 1h d’incubation à température ambiante 
pour éliminer les sels, le surnageant est éliminé et le culot est mis à sécher pendant 15 minutes 
environ ; enfin ce dernier est repris avec 50µl de TE8 (Tris-EDTA, pH8) en présence de RNAse à 0,5 
µg.ml-1. Les acides nucléiques sont ensuite dosés par spectrophotométrie à 260 nm (NanoDrop 1000, 
NanoDrop Technologies Inc., Wilmington USA). 
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2. Extraction d’ARN totaux d’Arabidopsis 
Après broyage des tissus dans l’azote liquide (environ 100mg), les ARN totaux sont extraits 
selon les recommandations du kit Macherey-Nagel Nucleospin RNA II (Macherey-Nagel, Hoerdt, 
France). La concentration en ARN est déterminée par mesure de l’absorbance à 260nm et leur 
intégrité est vérifiée par électrophorèse sur gel d’agarose. Pour s’assurer qu’il ne reste aucune trace 
d’ADN génomique dans les échantillons, une amplification PCR du gène -tubuline est réalisée à 
partir de 1µl d’ARN totaux. La migration sur gel d’agarose, la coloration BET et la visualisation sont 
réalisées. Les ARN sont ensuite stockés à -80°C. 
3. Retro-transcription des ARN en ADNc et amplification d’ADNg ou 
d’ADNc par PCR 
La rétro-transcription des ARN en ADNc est réalisée à l’aide de la Superscript Reverse 
Transcriptase II (Invitrogen) selon les recommandations du fabricant sur 1µg d’ARN totaux pour les 
expériences de PCR et sur 2,5µg d’ARN totaux auxquels ont été ajoutés 5.10-3 ng d’ARN codant pour 
la desmine humaine (NM 001927) pour les expériences de QPCR. La desmine sert de contrôle pour 
valider l’étape de retro-transcription des ARNm en ADNc. Les ADNc obtenus sont ensuite aliquotés et 
stockés à -80°C. Une PCR est ensuite réalisée sur 2µl d’ADNc avec des amorces permettant 
l’amplification du gène Actine-2 (At3g18780) d’Arabidopsis pour contrôler la qualité des ADNc 
obtenus. Les PCR sont réalisées à partir d’ADNg ou de premiers brins d’ADNc. Les différentes 
amorces utilisées au cours de ce travail sont listées dans l’Annexe II.  
4. Réaction d’amplification par PCR (Polymerase Chain Reaction) 
L’amplification de l’ADN par PCR est réalisée à partir d’ADN génomique ou de premiers brins 
d’ADNc. Un volume réactionnel de 25µl ou de 50µl est classiquement réalisé, la composition du 
mélange réactionnel est présentée dans le tableau 1, ci-après. 
MIX 50µl 
Volume 
(µl) 
ADN (50ng.µl
-1
) 4 
Tampon green GoTaq 5X 10 
dNTP (25mM) 0,6 
MgCl2 (25mM) 5 
Amorce sens (10mM) 2 
Amorce antisens (10mM) 2 
GoTaq 0,6 
Eau Ultra pure stérile (Q.S.P) 50 
 
Tableau 1: Mélange réactionnel pour amplification PCR 
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L’amplification de l’ADN est réalisée en utilisant comme base le programme suivant:  
Dénaturation   (94°C / 5min) 
Dénaturation   (94°C / 1min) 
Hybridation   (Tm / 1min) 
Elongation   (72°C / 1 min 30) 
Elongation finale  (72°C / 10 min) 
Chaque cycle comprend une étape de dénaturation de la matrice (2), une étape d’hybridation 
des amorces (3) et une étape de polymérisation (4). Ce cycle est répété est répété 40 fois. La 
température d’hybridation des amorces varie en fonction du Tm des amorces ; cette température est 
de 5 à 10°C inférieur au Tm. Le temps d’élongation varie en fonction de la taille du fragment à 
amplifier à raison de 1 min/kb. 
5. Analyse de l’expression de gènes par PCR Quantitative 
La PCR quantitative en temps réel est réalisée grâce au kit “LightCycler FastStart DNA master 
SYBR Green I” (Roche, France) sur un appareil Light Cycler (Roche, France). Les ADNc sont dilués 20 
fois et une gamme étalon est réalisée pour la quantification: 1 μl d’ADNc provenant des échantillons 
prélevés à différents points de la cinétique sont mélangés et des dilutions successives (0, 10, 100 et 
1000) sont réalisées. Les amorces utilisées pour la PCR sont données dans le tableau 1. Les résultats 
de RT-QPCR sont analysés grâce à l’interface LightCycler Software version 1.5 (Roche). La 
quantification est réalisée par transformation arithmétique au maximum de la dérivée seconde de la 
courbe de fluorescence. La PCR est considérée comme acceptable lorsque la représentation crossing 
point = f(dilution) donne une pente comprise entre –3,2 et –4 pour les différentes dilutions de la 
gamme. En plus de l’amplification du gène d’intérêt, chaque échantillon est utilisé pour une réaction 
avec les amorces pour les gènes de -tubuline et de desmine. 
Les concentrations normalisées sont calculées en faisant le rapport des valeurs de la 
concentration pour un gène d’intérêt par la concentration en -tubuline et par la concentration en 
desmine humaine du même échantillon. Les facteurs d’induction sont calculés comme le rapport de 
la concentration normalisée d’un échantillon par la concentration normalisée de l’échantillon 
témoin. En raison de l’expression circadienne (Covington et al., 2008) du gène RD20, l’expression du 
gène est mesuré pour chaque temps de la cinétique contrôle. 
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6. Southern Blot génomique 
Environ 10µg d’ADN génomique sont incubés à 37°C pendant une nuit avec des enzymes de 
restriction selon les recommandations du fabricant. Les fragments obtenus sont ensuite séparés par 
électrophorèse sur un gel d’agarose 0,9% préparé dans un tampon TAE 1X. La migration est réalisée 
dans un premier temps à 30V pendant 2h, puis à 11V pendant 15h, et enfin à 10V pendant 3H. L’ADN 
est alors dénaturé par immersion dans une solution de dénaturation (NaOH 0,4N ; NaCl 1M) pendant 
30min. L’ADN est finalement transféré par capillarité sur membrane (Hybond N+, Amersham 
Biosciences) en présence du tampon de dénaturation. 
Les sondes sont marquées radio-activement en présence d’-[32P]-dCTP (PerkinElmer, Boston, 
USA) à l’aide du kit de marquage NonaPrimerTM (Appligène-Oncor) puis purifiées sur billes 
(Sephadex® G-50, Sigma-Aldrich). Les membranes sont pré-hybridées pendant 2h à 65°C sous 
agitation en présence d’une solution d’hybridation (SSC 6X ; SDS 0,5% (v/v) ; Denhardt 5X) contenant 
0,1mg/ml d’ADN de sperme de saumon soniqué dénaturé 5min à 100°C. Les sondes radio-marquées 
sont ajoutées à la solution de pré-hybridation et l’hybridation moléculaire des membranes est 
réalisée sous agitation à 65°C pendant 16 à 20h. A l’issue de l’hybridation les membranes sont 
rincées à température ambiante deux fois pendant 15 minutes dans du SSC 2X ; SDS 0,1% et une fois 
dans du SSC 1X ; SDS 0,1% à 42°C pendant 15 minutes. La révélation des signaux d’hybridation est 
réalisée après une exposition de 24 à 48h sur écran Phosphoscreen pour PhosporImager (Amersham 
Biosciences) et les signaux sont quantifiés à l’aide du logiciel ImageQuant (Amersham Biosciences). 
7. Dot-Blot sur ARN totaux pour l’analyse du niveau d’expression du 
gène RD20  
Les ARN totaux extraits selon la procédure décrite précédemment sont dénaturés 5 minutes à 
65°C en présence de 35µl de MOPS 5X ; 11,3µl de formaldéhyde ; 7µl de formamide et 7µl de SSC 
20X. Chaque membrane (Hybond N+, Amersham Biosciences) est préalablement imbibée avec du SSC 
10X avant d’être placée dans l’appareil (Bio-Dot, Bio-Rad) ; les 96 puits sont ensuite entièrement 
recouverts de SSC 10X puis le vide est établi ; cette étape est répétée deux fois, les ARN sont alors 
déposés en une seule fois en établissant le vide dans le dispositif ; enfin les ARN sont fixés à la 
membrane par un traitement de 2h30 à 80°C. Avant d’effectuer l’étape d’hybridation avec la sonde 
radio-marquée, la membrane est tout d’abord incubée dans un bain bouillant de SDS 0,5% à 100°C 
puis rincée avec du SSC 2X.  
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La membrane est ensuite incubée à 42°C pendant 4h, sous agitation, dans une solution de pré-
hybridation (SSC 5X ; Denhardt 5X ; formamide désionisée 50% (v/v) ; SDS 0,5% (v/v) ; 0,1mg/ml 
d’ADN de sperme de saumon soniqué, dénaturé 5 minutes à 100°C), enfin la membrane est incubée 
pendant 24h en présence de la sonde radio-marquée à 42°C sous agitation. Afin d’éliminer la 
radioactivité résiduelle une première série de deux lavages de 15 minutes dans du SSC 2X, SDS 0,1% 
est effectuée puis la membrane subie un nouveau rinçage dans du SSC 0,1X, SDS 0,1% deux fois 
pendant 15 minutes. La révélation des signaux d’hybridation est réalisée comme précédemment ; 
enfin afin de réaliser une quantification relative des signaux obtenus la membrane est hybridée avec 
une sonde issue de la transcription du gène codant pour la sous-unité ribosomique 18s.  
8. Préparation d’ADN plasmidique et séquençage d’ADN 
L’extraction d’ADN plasmidique est réalisée à partir de 2 à 2,5ml de culture bactérienne incubée 
une nuit à 37°C sous agitation à l’aide du kit Wizard® Plus SV minipreps DNA purification system 
(Promega). Lorsqu’une pureté optimale est nécessaire (clonage, séquençage) l’ADN plasmidique est 
purifié à l’aide du kit QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen). L’ADN est séquencé suivant la méthode de 
terminaison en chaine (Sanger et al., 1977; Prober et al., 1987) grâce au service commun de l’UMR 
5546 (Francis Carbonne) sur un séquenceur ABI 3700. Le séquençage est réalisé soit à partir de 400 
ng d’ADN plasmidique et de 5 pmoles.µl-1 d’amorces soit à partir de 50 à 100 ng de fragments PCR. 
9. Utilisation de bases de données bio-informatique pour l’analyse 
de séquences nucléiques et protéiques  
Les recherches d’homologies avec les séquences nucléotidiques déposées dans les bases de 
données sont effectuées à l’aide des programmes BLAST accessibles via le National Center for 
Biological Information (NCBI, http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Les alignements multiples de 
séquences protéiques sont réalisés à l’aide du logiciel Multalin (Corpet, 1988). L’étude des séquences 
cis-régulatrices présentes dans la région promotrice du gène RD20 (correspondant aux 1,5kb en 
amont de l’ATG) est réalisée à l’aide des logiciels PLACE (Higo et al., 1999), PlantCARE (Lescot et al., 
2002), Agris (Yilmaz et al., 2011) et AthaMap (Bülow et al., 2010).  
Le profil d’expression des gènes d’intérêt au cours du développement et en réponse à divers 
stimulus biotiques ou abiotiques a été comparé à l’aide des logiciels d’analyse de données 
microarrays Genevestigator® (Hruz et al., 2008) et eFPbrowser (Winter et al., 2007). 
Les analyses de co-expression des gènes d’intérêt ont été réalisées à l’aide de logiciels 
Arabidopsis Co-expression analysis Tool (ACT) (Jen et al., 2006) ; ATTED-II (Obayashi et al., 2009) et 
Gene-Cat (Mutwil et al., 2008).  
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10. Clonages par recombinaison in vitro (Gateway®) 
Cette technique permet de réaliser des transferts d’ADN entre différents vecteurs grâce à des 
recombinaisons sites spécifiques. Elle s’inspire du processus naturel d’intégration/excision du phage 
lambda dans le génome d’Escherichia coli. Un schéma présentant la technique de recombinaison in 
vitro Gateway est présenté Figure 6.2. Le vecteur d’entrée utilisé pour réaliser l’ensemble des 
clonages par recombinaison in vitro présentés plus bas est le vecteur pDONRTM207 (Figure 6.2 b). 
11. Transformation d’E. coli DH5 thermo-compétentes 
100 à 200µl de bactéries thermo-compétentes DH5 (Invitrogen) sont incubées 30 minutes 
dans la glace avec 4-5µl de plasmide, puis à 42°C pendant 30 secondes. 700 à 800µl de milieu SOC 
(Annexe I) à température ambiante sont ajoutés et le mélange est incubé à 37°C pendant 1h sous 
agitation forte. 10 à 350µl de bactéries ainsi transformées sont ensuite étalées sur milieu solide LB + 
agar contenant le(s) antibiotique(s) approprié(s) puis cultivées pendant 16 à 24h à 37°C.  
12. Transformation d’A. tumefaciens thermo-compétentes 
Les bactéries sont cultivées 24h à 28°C sous agitation dans 5ml de LB liquide (rifampicine, 
50µg.ml-1 ; gentamycine, 20µg.ml-1). Quand la DO600nm atteint 0,5 à 1, la culture est refroidie sur glace 
puis centrifugée 6min à 3000 rpm à 4°C. Le culot est repris par 300µl de CaCl2 20mM froid et réparti 
en aliquotes de 100µl. La transformation des bactéries est effectuée par congélation/décongélation 
(Weigel and Glazebrook, 2006) en ajoutant 2µg du plasmide d’intérêt à 100µl de bactéries; les tubes 
sont ensuite congelés dans l’azote liquide et immédiatement décongelés 4min à 37°C ; 1ml de LB 
liquide est ajouté et le mélange est incubé à 28°C sous agitation (100rpm). Après 4H d’incubation la 
culture est centrifugée 30sec à 3000rpm et le culot est repris par 200µl de LB liquide ; les bactéries 
sont étalées sur milieu LB+agar (kanamycine, 50µg/ml) et incubées 48h à 28°C et à l’obscurité.  
13. Transformation stable d’A. thaliana par « floral dipping » 
La transformation des plantes d’A. thaliana est effectuée selon la méthode du « floral dip » 
(Clough and Bent, 1998). Une pré-culture des agro-bactéries contenant les vecteurs d’intérêt est 
réalisée à 28°C pendant une nuit dans un milieu LB liquide contenant les antibiotiques adéquats. 
Lorsque la DO600nm est proche de 0,8 la culture est centrifugée à 2500g pendant 10 minutes, le culot 
obtenu est repris dans 200ml de milieu de transformation [milieu MS liquide additionné de 
saccharose (50g/l) et de 0,04% (v/v) de Silwet L77 (Lehle Seed) ; pH 5,7]. Les hampes florales sont 
trempées 30 secondes dans cette solution puis les plantes sont transférées en serre et maintenues à 
l’obscurité dans une enceinte fermée pendant 24h pour assurer une humidité suffisante.   
 
 
232 
 
  
 
 
233 
 
A l’issue de ces 24h, un système de récolte de graines est mis en place (Aracon, Arasystems) et 
les plantes sont cultivées jusqu’à récolte des graines.  
 
14. Sélections des transformants résistants à l’hygromycine 
La sélection des plantes transformées par des constructions contenant le gène de résistance à 
l’hygromycine est réalisée comme suit. Les graines sont semées sur milieu MS/2 additionné 
d’hygromycine 25µg ml-1. Après 2 à 3 jours d’incubation à 4°C pour synchroniser la germination, les 
boites sont exposées à la lumière pendant environ 6h avant d’être emballées dans de l’aluminium. 
Les plantes sont ensuite cultivées à l’obscurité pendant 2 jours et après 24h d’exposition lumineuse 
le nombre de plantules résistantes ou sensibles est dénombré. Les plantules résistantes à 
l’hygromycine présentent un hypocotyle allongé contrairement aux plantes sensibles.  
 
D. Analyse spatio-temporelle de l’expression du gène RD20 
1. Obtention de lignées transgéniques pRD20::GUS et pRD20::RD20-
GUS 
Afin de réaliser une analyse spatio-temporelle du profil d’expression du gène RD20 deux 
constructions ont été élaborées et ont permis de générer les lignées transgéniques pRD20::GUS et 
pRD20::RD20-GUS. La séquence promotrice du gène RD20 utilisée pour réaliser ces constructions 
correspond aux 1,5kb situés en amont de l’ATG du gène RD20. Cette séquence est amplifiée à partir 
de l’ADN du BAC F4P9 obtenu auprès de l’Arabidopsis Biological Ressources Center (ABRC, Ohio, USA) 
à l’aide des amorces GatProRD20F / GatProRD20R (tableau 1) et l’amplification de la séquence 
promoteur RD20::gène RD20 est réalisée à l’aide des amorces GatProRD20F / GatProRD20gGUS 
(tableau 1). Les couples d’amorces utilisées permettent d’introduire dans les séquences amplifiées 
les sites attB1 et attB2 nécessaires aux future étapes de clonage utilisant la technique Gateway®. Les 
produits de ces réactions PCR sont clonés par recombinaison dans le vecteur d’entrée Gateway® 
pDONRTM 207. Les plasmides obtenus à l’issue de ces BP réactions, respectivement dénommés pENTR 
pRD20::GUS et pENTR pRD20::RD20-GUS sont utilisés pour transformer des bactéries E. coli thermo-
compétentes DH5 et la qualité des constructions est vérifiée par séquençage. Une seconde étape 
de recombinaison (LR réaction) est réalisée soit entre les plasmides pENTR pRD20::GUS et le vecteur 
de destination pMDC162 (Curtis and Grossniklaus, 2003) pour générer le plasmide pRD20::GUS 
(Figure 6.1 b) ; soit entre le plasmide pENTR pRD20::RD20-GUS et le vecteur de destination pMDC164 
(Curtis and Grossniklaus, 2003) pour générer le plasmide pRD20::RD20-GUS (Figure 6.1 b).  
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Les plasmides ainsi obtenus sont utilisés pour transformer des bactéries thermo-compétentes 
E. coli DH5 par choc thermique pour conservation de la construction ; pour la transformation stable 
de plantes la construction est introduite dans Agrobacterium tumefaciens comme décrit 
précédemment.  
 
2. Analyse de l’activité GUS 
Les échantillons sont infiltrés sous vide pendant 10min dans un tampon de révélation 
[NaH2PO4, Na2HPO4 100mM (pH7) ; Ferricyanure de potassium 0,1mM ; Ferrocyanure de potassium 
0,1mM ; Triton X100 0,01% (v/v) ; X-Gluc 2mM (Sigma-Aldrich)+. L’activité -glucuronidase des 
plantes transgéniques pRD20::GUS et pR20::RD20-GUS est révélée en incubant les échantillons à 
37°C et à l’obscurité pendant 2 à 24h (Jefferson, 1989). Les prises de vue sont réalisées à l’aide d’un 
microscope optique, d’un stéréo-microscope (LEICA L2) ou d’un appareil photo numérique.  
 
E. Obtention de lignées transgéniques P35S::RD20ADNc pour 
l’analyse de la sur-expression du gène RD20 dans un 
génotype sauvage (Col-8) ou KO rd20 (Ws-4) 
La séquence codante du gène RD20 a été amplifiée par PCR avec les amorces spécifiques 35s-
RD20-B1 et 35S-RD20-B2 (Tableau 1) à partir de l’ADNc RAFL06-69-K02 obtenu auprès du RIKEN 
Bioresource Center. L’ADNc RD20 ainsi amplifié est utilisé comme matrice pour une nouvelle réaction 
PCR avec les amorces universelles Gateway® attB1 et attB2 (Tableau 1) et le produit de cette 
réaction est cloné par recombinaison dans le vecteur d’entrée pDONRTM207 pour générer le plasmide 
pENTR-RD20-cDNA. La qualité de cette construction est vérifiée par restriction enzymatique et par 
séquençage. La construction P35S::RD20ADNc obtenue par recombinaison du plasmide pENTR-RD20-
cDNA avec le plasmide pMDC32 (Curtis and Grossniklaus, 2003) (Figure 6.1 c) au cours d’une LR 
réaction est ensuite utilisée pour transformer des bactéries E. coli thermo-compétentes pour 
conservation de la construction. Enfin, afin de générer des lignées transgéniques stables, le plasmide 
P35S::RD20ADNc est introduit dans Agrobacterium tumefaciens. Les agrobactéries ainsi transformées 
sont utilisées pour transformer soit des plantes sauvages Col-8 afin de générer les lignées 
transgéniques ORC (Over-expression of RD20 in Col-8) sur-exprimant le gène RD20 ; soit des plantes 
KO rd20 afin de générer les lignées transgéniques ORK (Over-expression of RD20 in KO rd20) chez qui 
la perte de fonction du gène RD20 est complémentée par la sur-expression de l’ADNc de RD20.  
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F. Caractérisation des lignées KO rd20 
L’ADN-T pGKB5 utilisé pour générer la collection de mutants de l’INRA de Versailles porte les 
gènes nptII et bar conférant respectivement une résistance à un antibiotique, la kanamycine et à un 
herbicide, le Basta (Figure 6.1 a). Les graines T3 de la lignée DSA78 ont été autofécondées et les 
graines de 30 lignées de génération T4 ont été récoltées et testées pour leur résistance à la 
kanamycine afin d’identifier des individus homozygotes pour l’insertion de l’ADN-T. On sème une 
centaine de graines stériles par boite et par lignée sur un milieu MS/2 additionné de kanamycine 
50µg.ml-1. Après 2 à 3 jours à 4°C pour synchroniser la germination les boites sont placées en salle de 
culture. Après 6 à 7 jours de culture les plantes résistantes présentent des cotylédons verts foncés 
alors que les cotylédons des plantes sensibles apparaissent blancs.  
 
1. Analyse moléculaire des lignées Knock Out rd20 
Afin de confirmer que les lignées 100% résistantes sont homozygotes pour l’insertion, une 
amplification PCR de la séquence génomique du gène RD20 avec le couple d’amorces RD20F1 / 
RD20R1 situées de part et d’autre du site d’insertion de l’ADN-T a été réalisée (Cf. Chapitre 3 - Figure 
3.1, a et b). Une amplification PCR de l’ADNg des lignées rd20 à l’aide du couple d’amorces RD20F1 / 
Tag5 est ensuite réalisée afin d’amplifier la séquence génomique bordant l’ADN-T (Cf. Chapitre 3 - 
Figure 3.1, a et b). Les produits PCR une fois séparés sur gel d’agarose sont purifiés selon les 
recommandations du fabricant à l’aide du kit QIAEXII (Qiagen). Le séquençage des produits PCR 
purifiés est ensuite réalisé en présence de l’amorce RD20F1 ou de l’amorce Tag5 afin de confirmer le 
site d’insertion de l’ADN-T au niveau du 2ème exon (Cf. Chapitre 3 - Figure 3.1, a et b). Une PCR est 
réalisée sur l’ADNc des plantes sauvages et KO pour RD20 à l’aide des couples d’amorces RD20F1 / 
RD20R1 et RD20F1 / Tag5 afin de confirmer que l’insertion de l’ADN-T au niveau du deuxième exon 
du gène RD20 conduit bien à la perte de transcrit RD20 chez les mutants rd20 sélectionnés (Cf. 
Chapitre 3 - Figure 3.1, a et b). Enfin, afin de déterminer le nombre de copies ADN-T présentes dans 
le génome des mutants rd20 une digestion enzymatique de l’ADN génomique des mutants est 
réalisée avec les enzymes de restriction BglII, SalI, EcoRI, SpeI et HindIII (Cf. Chapitre III - Figure 3.1 a 
et c) ; l’ADN génomique ainsi digéré est ensuite analysé, par la technique de Southern blot présentée 
précédemment. 
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G. Localisation subcellulaire d’une protéine de fusion RD20-
GFP-GUS sur épidermes d’oignons 
1. Obtention et clonage de la construction p35S::RD20-GFP-GUS  
La séquence codante du gène RD20 a été amplifiée par PCR avec les amorces spécifiques 
RD20-SalI et RD20-HindIII (Tableau 1) à partir de l’ADNc RAFL06-69-K02 obtenu auprès du RIKEN 
Bioresource Center. L’ADNc RD20 ainsi obtenu est cloné dans un vecteur pCR®2-1 TOPO® (Invitrogen) 
pour générer le plasmide TOPO::RD20cDNA ; le plasmide ainsi obtenu est séquencé pour vérifier la 
qualité de l’amplification puis utilisé pour transformer des bactéries E. coli One Shot® Top10. Ce 
plasmide est soumis à une digestion enzymatique avec les enzymes SalI et HindIII et le produit de la 
digestion correspondant à l’ADNc RD20 est introduit dans le vecteur pRJG23 modifié (Perruc et al., 
2004) (Figure 6.1 d et e). Le clonage de l’ADNc RD20 dans le vecteur pRJG23 digéré avec les enzymes 
SalI et HindIII, permet ainsi de placer l’ADNc de RD20 en fusion avec les séquences codantes de GUS 
et de GFP sous le contrôle du promoteur constitutif 35S du Virus de la mosaïque du Chou-fleur 
(CaMV P35S). Dans la mesure où la protéine RD20 est une protéine de petite taille (environ 20kDa) la 
fusion avec les protéines reportrices GFP et GUS permet de s’assurer que la protéine de fusion RD20-
GFP-GUS ne diffuse pas librement vers le noyau des cellules transformées (Perruc et al., 2004). 
 
2. Expression transitoire de la protéine de fusion RD20-GFP-GUS 
dans des épidermes d’oignons et coloration d’oléosomes par le Nile 
Red 
Les cellules épidermiques d’oignon sont transformées par biolistique à l’aide d’un canon à 
particules (BioRad PDS-1000/He biolistic particle system, Du Pont) selon les recommandations du 
fabricant. La transformation est réalisée avec les constructions P35S::RD20-GFP-GUS et P35S-GFP-
GUS utilisée comme témoin cytosolique (Perruc et al., 2004). Avant transformation les écailles 
d’oignon sont déposées sur papier Whatmann humidifié et placées dans des boites de Petri. Trente 
milligrammes de microparticules d’or ou micro-carriers (diamètre : 1,6µm ; Biorad Biolistics) sur 
lesquelles on va venir fixer les plasmides portant les constructions sont placées dans 1ml d’éthanol 
70%, agitées pendant 15 min puis incubées 15 min à 4°C avant une nouvelle centrifugation. Le culot 
est ensuite rincé plusieurs fois dans 1ml d’H2O stérile puis vortexé 5min avant une nouvelle 
centrifugation. Cette étape de lavage est répétée 2 fois encore avant de resuspendre les 
microparticules d’or dans 500µl de glycérol 50% stérile pour obtenir une concentration finale en 
billes d’or de 60mg.ml-1.  
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Pour réaliser la fixation de l’ADN plasmidique sur les billes d’or ainsi préparées, les billes sont 
d’abord vortexées pendant 5min, puis 50µl (3mg) de billes d’or sont placées dans un micro-tube 
1,5ml et, sous agitation, mis en présence de 4 à 5 µl d’ADN plasmidique à 3µg.µl-1, de 50µl CaCl2 
2,5M, et de 20µl de spermidine 0,1M. Après 2 à 3 minutes d’agitation forte les billes sont culotées 
par centrifugation et le culot est repris par 2 fois dans 140µl d’éthanol 70% avant d’être repris dans 
48µl d’éthanol 100%. Pour une transformation on dépose 6µl (500µg) de billes ainsi préparées sur un 
disque macrocarrier. 
Sous l’effet de la pression en hélium, définie par la qualité du disque de rupture (1100 psi), le 
disque macrocarrier est projeté sur un écran d’arrêt, libérant ainsi les particules d’or qui sont 
projetées sur les épidermes d’oignons. Après bombardement, les boites contenant les épidermes 
sont conservées 24h à température ambiante et à l’obscurité. Les épidermes sont prélevés et 
disposés entre lame et lamelles. La fluorescence émise par la GFP est observée en microscopie 
confocale sur un microscope inversé LEICA DMIRBE équipé d’une tête confocale spectrale SP2 (Leica, 
Mannheim, Germany) avec un objectif à immersion eau (grossissement 40X, ouverture numérique 
0,8). L’excitation de la GFP est réalisée à 488nm et la fluorescence émise est acquise entre 500 et 
530nm, correspondant à la gamme d’émission de la GFP.  
Le Nile Red, sonde hydrophobe couramment utilisée pour la détection de lipides 
intracellulaires est utilisée pour le marquage des vésicules lipidiques (Fowler and Greenspan, 1985; 
Greenspan et al., 1985). Les épidermes d’oignons transformés comme indiqués précédemment sont 
mis en présence d’une solution de Nile Red (2,5µg/ml ; glycérol 50%) et directement observés au 
microscope confocal comme indiqué précédemment. L’excitation du Nile Red est réalisée à 458nm et 
la fluorescence émise est acquise autour de 580nm. Afin de vérifier la spécificité de la fluorescence 
émise par les épidermes transformés, les spectres émis sont acquis en utilisant le module lambda 
scan du microscope entre 500 et 600nm par et un pas de 5nm.  
Des coupes confocales sont réalisées dans l’épaisseur de l’échantillon afin de déterminer dans 
quel compartiment subcellulaire est concentrée la fluorescence émise par la GFP. L’intégration de la 
fluorescence au cours du temps sur un seul plan focal est réalisée afin d’évaluer la mobilité de la 
protéine de fusion RD20-GFP-GUS et des vésicules lipidiques marquées. 
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H. Evaluation du comportement des génotypes d’intérêt en 
réponses aux contraintes de l’environnement et à l’apport 
exogène d’ABA 
1. Tests in vitro 
a. Test de germination et développement post germinatif 
Afin de comparer les taux de germination des graines des différents génotypes, les graines 
sont semées dans la même boite de Pétri sur milieu minimum MS/2, pH 5,7, agar 1% seul ou 
additionné d’ABA, de NaCl, ou de mannitol à différentes concentrations, à raison d’environ 30 
graines par génotype et de 3 boites / condition afin de permettre une analyse statistique des 
résultats. Le taux de germination [(nombre de graines germées / nombre de graines semées)*100] et 
le développement post germinatif [(nombre de plantule présentant des cotylédons ouverts et verts / 
nombre de graines semées)*100] sont ensuite calculés quotidiennement pendant 6 à 7 jours. Pour 
les différents tests, trois expériences indépendantes ont été réalisées en utilisant différents stocks de 
graines.  
b. Analyse de la croissance racinaire 
On sème pour chaque génotype une trentaine de graines par boites de Pétri carrées (Greiner-
Bio-One, 688 102) sur un milieu minimum MS/2 ; pH 5,7 ; 1,2% agar et les boites sont incubées 
verticalement. Après 5 à 7 jours de pré-culture, 10 plantes de génotypes sauvages et de génotypes 
d’intérêt présentant le même développement racinaire sont transférées dans la même boite de Pétri 
contenant un milieu minimum MS/2 seul (contrôle négatif) ou additionné d’ABA, de NaCl, de 
mannitol aux concentrations indiquées. Une fois le transfert des plantes effectué, on note sur la 
boite la position de l’extrémité de la racine principale de chaque plante. Après 5 à 7 jours de culture, 
la position de l’extrémité de chaque racine principale est notée sur la boite et celles-ci sont scannées. 
La longueur de la racine principale au jour du transfert (longueur 1) et 5 à 7 jours post-transfert 
(longueur 2) est ensuite mesurée à l’aide du logiciel ImageJ (Abramoff et al., 2004) 
(http://rsb.info.nih.gov/ij/).  
2. Tests in planta 
a. Perte d’eau sur rosettes excisées 
Les plantes d’Arabidopsis destinées à ces expériences sont âgées de 3 à 4 semaines et sont 
copieusement arrosées la veille du prélèvement, puis les bacs sont recouverts d’un film plastique 
transparent (Saran).  
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Le lendemain, les rosettes sont prélevées et des mesures successives du poids des rosettes sont 
effectuées aux temps indiqués (8 plantes / génotype). A la fin de la période de mesure, les rosettes 
sont incubées 80°C pendant 24h pour réaliser une mesure du poids sec. Le contenu en eau (%) est 
calculé comme le rapport (poids frais / poids sec)*100. Trois expériences indépendantes ont été 
réalisées.  
 
b. Tests de tolérance à la sécheresse  
Des graines de différentes lignées sont semées sur tourbe dans un même bac. Deux bacs 
identiques sont préparés pour les plantes contrôles et pour les plantes essais. Les plantes sont 
cultivées dans des conditions standard de culture et sont arrosées pendant 3 semaines avec un 
volume fixe d’eau (15 ml par jour et par plante). La position des plantes dans les bacs est 
régulièrement changée afin de minimiser d’éventuels effets de positions. Les plantes sont ensuite 
soumises à une plus faible intensité lumineuse (70 μE) pendant 24h. Les plantes contrôles sont 
arrosées selon la même procédure que précédemment alors que les plantes essais ne le sont plus. 
Les symptômes de flétrissement sont observés régulièrement pendant 10 jours. A l’issue du 
traitement, l’irrigation des plantes est rétablie et la capacité des plantes à rétablir une croissance est 
estimée 5 à 7 jours après reprise de l’arrosage.  
 
c. Tests de tolérance au stress salin 
Les plantes des différents génotypes sont cultivées sur terreau en condition standard de 
culture (16H / 8h ; 22°C / 20°C ; 70% HR) et irriguées régulièrement pendant 4 semaines. A l’issue de 
ces 4 semaines de culture les plantes témoins sont irriguées quotidiennement avec 50ml d’eau et les 
plantes traitées sont irriguées quotidiennement avec 50ml de NaCl 150mM.  Le  nombre de feuilles 
sénescentes est ensuite mesuré à intervalles réguliers pour évaluer la tolérance des génotypes 
d’intérêt à l’accumulation d’ions NaCl au niveau de feuilles.  
 
3. Evaluation de la croissance et du développement en condition de 
stress hydrique prolongé 
Ce travail a été réalisé en collaboration avec Thierry Simonneau, Denis Vile et Marjorie Pervent 
du Laboratoire d’Ecophysiologie des Plantes Sous Stress Environnementaux (LEPSE) de l’INRA de 
Montpellier.  
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a. Conditions de culture 
Dans le but de mesurer précisément les paramètres de croissance des différents génotypes en 
réponse au stress hydrique, les plantes ont été cultivées dans l’enceinte automatisée PHENOPSIS 
(Granier et al., 2006) (Figure 6.3) qui permet d’imposer un stress hydrique prolongé, stable et 
reproductible en conditions micro-météorologique contrôlées (12/12h ; 20/21°C ; rayonnement 
photosynthétique actif (RPA), 150-170µmol m2 s-1 ; 70% d’humidité relative). Les graines sont semées 
dans des pots cylindriques (9 x 4,5 cm) rempli d’un mélange de compost organique et de terreau 
(1:1, v:v). Le contenu en eau du sol est déterminé avant le semis afin d’estimer le contenu initial en 
eau dans le sol dans chaque pot. Les variations du poids de chaque pot, mesurées automatiquement 
à intervalles réguliers par l’automate, sont attribuées aux changements de statut hydrique du sol, 
après correction du poids de la plante, permettant ainsi le calcul et l’ajustement du contenu du sol en 
eau aux niveaux fixés (0,35 ; 0,20 et 0,16g H20 g
-1 sol sec) avec une solution de Hoagland modifiée et 
diluée au dixième (Tisne et al., 2008). Ces conditions correspondent respectivement (i) à une 
irrigation optimale du sol, (ii) à un stress hydrique modéré et (iii) à un stress hydrique intense. Le 
traitement est imposé après apparition de la 2ème feuille. Afin de faciliter et d’homogénéiser 
l’évaporation du sol pendant l’imposition du déficit hydrique (0,20 et 0,16g H20 g
-1 sol sec) 8 fentes 
de 40 x 1mm sont réalisées sur les cotés des pots contenant les plantes ; chaque pot est alors placé 
dans un second pot intact une fois atteint le contenu en eau du sol désiré. Les plantes sont cultivées 
jusqu’à apparition de la première silique (correspondant au stade 5.10 du développement 
d’Arabidopsis décrit par Boyes et al. (2001) et le matériel est récolté afin de mesurer les paramètres 
morphologiques présentés ci après.  
b. Analyse du développement végétatif et de la production de biomasse 
Dix plantes par génotype et par condition sont récoltées afin de déterminer le nombre de 
feuilles après les cotylédons. Les rosettes sont ensuite coupées et pesées pour déterminer le poids 
frais total de la rosette ou Rosette Fresh Weight (RFW, mg). Les feuilles sont ensuite prélevées 
individuellement et les feuilles 3, 6 et 9 (quand elles sont disponible) sont pesées pour déterminer le 
poids frais de la feuille ou Leaf Fresh Weight (LFW, mg). Toutes les feuilles sont ensuite scannées 
pour déterminer la surface foliaire ou Leaf Area (LA, cm2) à l’aide du logiciel Optimas-Bioscan V6.1 
(Optimas, Edmonds, WA, USA) (Figure 6.4 f). La surface totale de la rosette ou Rosette Area (RA, cm2) 
est calculée comme la somme des surfaces individuelles des feuilles. Le matériel prélevé est ensuite 
placé à 65°C pendant 4 jours afin de déterminer le poids sec de la rosette ou Rosette Dry Weight 
(RDW, mg) et le poids sec des feuilles 3, 6 et 9 ou Leaf Dry Weight (LDW, mg).  
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Le contenu en matière sèche de la rosette ou Rosette Dry Matter Content (RDMC, mg) est 
calculé au travers de la formule RDMC = RFW / RDW. Le contenu foliaire en matière sèche ou Leaf 
Dry Matter Content (LDMC) est calculé au travers de la formule LDMC = LDW / LFW. La surface 
spécifique de la rosette ou Specific Rosette Area (SRA, cm2 g-1) est calculée au travers de la relation 
SRA = LA / LDW. L’épaisseur ou Leaf Thickness (LT, µm) de la 6ème feuille est mesurée à l’aide d’un 
capteur de déplacement linéaire variable sur 4 à 10 points de chaque coté de la nervure centrale.  
c. Analyse de l’allocation de la biomasse  
Afin de déterminer dans quelles proportions le stress hydrique modifie l’allocation de 
biomasse entre système végétatif et racinaire, le système racinaire de chaque plante est séparé de la 
rosette lors de la récolte du matériel puis délicatement rincé dans de l’eau distillée et placé 4 jours à 
65°C pour déterminer le poids sec ou Root Dry Weight (RoDW, mg). Le ratio d’allocation de la 
biomasse entre systèmes racinaire et végétatif est déterminé au travers de la relation : Root/Shoot 
ratio = RoDW / RDW.  
d. Mesure des densités cellulaire et stomatique et calcul de l’index stomatique 
La pulvérisation de la face supérieure de la 6ème feuille avec un vernis permet d’obtenir, après 
évaporation, une réplique transparente de l’épiderme adaxial. Ces répliques sont observées à l’aide 
d’un microscope (Leica, Leitz DM RB, Wetzlar, Allemagne) et la densité de cellules épidermiques et 
de cellules stomatiques (exprimée en nombre de cellule épidermiques ou de stomates par mm2) est 
déterminée dans 2 zones de chaque coté de la nervure centrale de chaque feuille à l’aide du logiciel 
Optimas-Bioscan V6.1 (Optimas, Edmonds, WA, USA). L’index stomatique (IS) est ensuite déterminée 
au travers de la relation IS = nombre cellules stomatiques / (nombre cellules stomatiques + 2* 
nombre cellules stomatiques + nombre de cellules épidermiques). 
e. Calcul du flux transpiratoire, de la vitesse d’expansion foliaire et estimation 
de l’efficience d’utilisation de l’eau 
A l’apparition de la première silique, stade 5.10 du développement d’Arabidopsis décrit par 
Boyes et al. (2001), les pots sont recouverts de 4 épaisseurs de film plastique pour limiter au 
maximum les pertes en eau par évaporation au niveau du sol. La quantité d’eau transpirée est 
ensuite évaluée à partir de 8 à 10 plantes par génotype et par condition sur une période de 4 jours en 
effectuant des mesures régulières du poids des pots. La pente de la droite représentant l’évolution 
du poids du pot en fonction du temps permet ensuite de déterminer le flux transpiratoire total (mg 
H2O h
-1) sur l’ensemble de la période de mesure. La surface projetée de la rosette ou Rosette Area 
(RA, cm2) est déterminée quotidiennement à partir des prises de vue verticales automatiquement 
effectuées.   
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A la fin de la période de mesure, les plantes sont récoltées et la surface totale de la rosette ou 
Leaf Area (LA, cm2) est mesurée comme indiqué précédemment, permettant ainsi d’exprimer le flux 
transpiratoire total par unité de surface ou Leaf Transpiration Rate (LTR, mg H2O h
-1 cm-2). La vitesse 
d’expansion foliaire ou Leaf Expansion Rate (ER, cm-2 d-1) est déterminée selon la méthode décrite 
par Aguirrezabal et al. (2006). La quantité d’eau transpirée pour augmenter la surface totale de la 
rosette permet d’estimer de façon non-destructive l’efficience d’utilisation de l’eau ou Water Use 
Efficiency (WUE, cm-2 mg H2O).  
f. Quantification de l’ABA endogène 
L’ABA est extrait, purifié par HPLC et quantifié par test ELISA selon le protocole décrit par 
(Kraepiel et al., 1994) à l’aide d’un anti-corps primaire monoclonal de souris anti-ABA (LPDP 229, 
University of Jussieu, France) et d’un anticorps secondaire anti-immuloglobuline de souris couplé à la 
peroxidase (Sigma-Aldrich). L’extraction est réalisée sur une feuille par plante (6ème feuille de la 
rosette). Deux extraits sont réalisés à partir de chaque feuille et chaque extrait est dosé à 3 reprises. 
Pour chaque génotype et pour chaque état hydrique du sol, la mesure est réalisée sur 6 plantes 
distinctes.  
4. Evaluation du comportement stomatique 
Ce travail a été réalisé au sein du Laboratoire des Echanges Membranaires et Signalisation 
(LEMS) du CEA Cadarache. 
a. Conditions de culture 
Les graines sont directement semées en pot sur un mélange de terreau / sable fin (3:1, v:v). 
Après 2 à 4 jours à 4°C à l’obscurité pour synchroniser la germination, les pots sont transférés en salle 
de culture (8H / 16h, 22°C / 18°C ; éclairement : 300 µmol m-2 s-1 ; 70% HR) et arrosés une fois par 
jour avec une solution de Hoagland diluée (Leymarie et al., 1998).  
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b. Mesure de la température foliaire par thermographie infra-rouge 
Des mesures de la température foliaire ont été réalisées sur des plantes d’Arabidopsis de 2 à 4 
semaines. Les différents génotypes sont cultivés dans le même pot afin de s’affranchir de possibles 
variations de la teneur en eau du sol. On mesure la température foliaire à l’aide d’une caméra 
thermique à infrarouge Thermacam PM250 (Inframetrics, FLIR systems, North Billerica, MA, USA) ; 
pour chaque génotype la température est mesurée sur 5 plantes, à raison d’une 100aine de points de 
mesure par plante, répartis sur l’ensemble des feuilles de la rosette. Les mesures sont réalisées sur 
des plantes préalablement placées à la lumière ou à l’obscurité.  
c. Mesure de l’ouverture stomatique sur épidermes isolés 
Des jeunes feuilles sont prélevées à la fin de la nuit sur des plantes d’Arabidopsis âgées de 3 à 4 
semaines avant éclairement de la chambre de culture. A chaque expérience et pour chaque génotype 
on prélève 2 jeunes feuilles sur 2 plantes différentes. La nervure centrale de chaque feuille est 
éliminée à l’aide d’un scalpel et la face abaxiale d’une demi-feuille est collée sur une lamelle avec un 
adhésif siliconé (Telesis®) ; l’abrasion des cellules du mésophylle à l’aide d’une lame permet de 
conserver uniquement les tissus de l’épiderme inférieur dans le silicone. Après préparation, les 4 
épidermes ainsi obtenus sont placés dans une boite de Pétri contenant un tampon 30mM KCl, 10mM 
MES-KOH, pH 6,5 et les boites de Pétri sont incubées au bain-marie à 22°C et à la lumière (300 μmol 
m-2 sec-1). Après les différents traitements décrits ci-après, l’ouverture stomatique est mesurée à 
l’aide d’un microscope photonique (Optiphot-2 microscope, Nikon) (grossissement x60), la largeur de 
l'ostiole est mesurée à l'aide d'une chambre claire qui superpose l'image de l'épiderme et celle d’une 
mire. La mire reliée à une table à digitaliser (TG 1017, Houston Instruments; http://www.tms-
plotters.com) et à un microordinateur permet le stockage des valeurs d'ouverture stomatique. Pour 
chaque condition, l’ouverture moyenne de 60 stomates minimum est mesurée en moins de 10min 
(15 mesures /lames minimum) et chaque expérience est répétée au moins trois fois. 
Afin d’évaluer la cinétique d’ouverture stomatique des génotypes d’intérêt en réponse à la 
lumière les épidermes sont préalablement incubées 30min à l’obscurité pour maximiser la fermeture 
des stomates puis l’ouverture stomatique est mesurée. Les épidermes sont ensuite incubés à la 
lumière et l’ouverture stomatique est mesurée aux temps indiqués. 
Afin d’évaluer l’effet de l’ABA sur l’inhibition de l’ouverture stomatique des génotypes 
d’intérêt, les épidermes sont préalablement incubées 30min à l’obscurité pour maximiser la 
fermeture des stomates puis l’ouverture stomatique est mesurée. Les épidermes sont ensuite 
incubés pendant 3h à la lumière en absence ou en présence de 10µM ABA. 
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L’effet du calcium été évalué sur l’inhibition de l’ouverture stomatique des génotypes 
d’intérêt. Pour cela, les épidermes sont préalablement incubés 30min à l’obscurité pour maximiser la 
fermeture stomatique. Les épidermes sont ensuite incubés pendant 3h à la lumière en présence ou 
en absence de 100µM Ca2+.  
L’effet de la Fusicoccine (F0537, Sigma) sur l’ouverture stomatique a été évalué à l’obscurité 
et à la lumière. Comme précédemment les épidermes sont préalablement incubés 30min à 
l’obscurité pour maximiser la fermeture des stomates puis les épidermes sont incubés pendant 3h à 
la lumière ou l’obscurité en présence ou en absence de Fusicoccine aux concertations indiquées 
avant d’effectuer une mesure de l’ouverture stomatique. 
d. Mesure de la conductance stomatique 
La mesure de la conductance foliaire (Gs) est réalisée sur des plantes entière d’Arabidopsis 
âgées de 6 semaines à l’aide d’un analyseur infrarouge des échanges gazeux (Li-Cor 6400, Li-Cor, 
Lincoln, Nebraska, USA). Cette mesure est réalisée sur une feuille par plante, et cette même feuille 
est mesurée plusieurs fois sur un intervalle de 5 jours. Afin de mesurer la cinétique d’ouverture des 
stomates, une mesure de la conductance foliaire est réalisée en réponse à la lumière ; pour ce faire la 
plante est sortie du phytotron en fin de nuit, et la feuille est placée dans la chambre de mesure 30 
min à l’obscurité puis 150 min à la lumière. Pour l’ensemble des expériences, la chambre de mesure 
contenant la feuille est maintenue en présence de 360 µmoles de CO2/mole d’air, de 17 µmoles 
d’eau/mole d’air et à 22°C. La lumière est composée de lumière rouge et 10% de lumière bleue à 500 
µmoles m-2 s-1. La pression de l’air arrivant dans la chambre est de 250 µmoles s-1.  
5. Analyse de la quantité et de la composition de la cuticule 
et des cires épicuticulaires  
a. Etude histologique par coloration à l’Auramine O  
Afin d’évaluer la macrostructure et l’épaisseur de la cuticule chez les génotypes d’intérêt en 
conditions contrôle et en réponse à un stress hydrique, une coloration Auramine O (Pesacreta and 
Hasenstein, 1999; Buda et al., 2009) est réalisée sur des feuilles et des tiges provenant de plantes 
d’Arabidopsis âgées de 3 à 4 semaines ayant subit ou non un arrêt de l’arrosage pendant 5 jours. 
Chaque échantillon (tige ou feuille) est placé dans un microtube 1,5ml (Eppendorff) puis de l’agarose 
low melting 5% est ajouté. Après 10min d’incubation à température ambiante et 15 à 20min à 4°C, 
les blocs d’agarose sont découpés à l’aide d’un vibratome (Zeiss VT1000S) ; des coupes de 100 à 
300µm d’épaisseur sont réalisées à partir des inflorescences et de 400µm à 500µm à partir des 
feuilles.  
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Les échantillons sont placés entre lame et lamelle et colorés avec une solution d’Auramine O 
(0,01% Auramine O (v/v) ; Tris 50mM pH 7,4). Les échantillons ainsi préparés sont ensuite observés 
au microscope optique en fond clair ou sous excitation UV qui permet d’observer le marquage de la 
cuticule en jaune brillant à la surface des cellules épidermiques.  
b. Extraction des cires épicuticulaires et de la cutine 
Ce travail a été réalisé en collaboration avec Jérome Joubès de l’équipe Génomique 
Fonctionnelle du Métabolisme des Lipides de Surface du Laboratoire de Biogenèse Membranaire de 
l’Université Victor Segalen de Bordeaux (Bordeaux 2). 
Les échantillons sont préparés à partir de tissus frais (500mg de feuilles ou de 100mg de tiges) 
issus de plantes d’Arabidopsis âgées de 3 à 4 semaines ; pour chaque condition, le prélèvement est 
effectué sur une dizaine de plantes pour minimiser les variations au sein d’un même génotype. Les 
feuilles et tiges prélevées sont pesées et scannées pour déterminer leur poids et leur surface. Afin 
d’éliminer toute contamination, la verrerie et les filtres sont préalablement nettoyés avec du 
chloroforme à 95%, qualité HPLC (Carlo Erba). Les échantillons sont immergés 30 secondes dans 20ml 
de chloroforme (95%) contenant 5µg d’un composé témoin : docosane (alcane à 22 atomes de 
carbones, C22). La solution est filtrée au travers d'un filtre Miracloth. Le chloroforme est évaporé sous 
azote et une étape de dérivatisation est réalisée par addition de 100 µl de 
N,O-Bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamide (BSTFA) + 1% de Trimethylchlorosilane (TMCS) (Supelco), 
pendant 1h à 80°C. Le BSTFA est ensuite évaporé puis les composés sont récupérés avec 200 µl 
d'Hexane afin d'être analysées par chromatographie en phase gazeuse. Trois extractions 
indépendantes sont réalisées. Pour l’extraction de la cutine, et après extraction des cires 
épicuticulaires, les échantillons sont placés dans des tubes en verre à bouchon à vis. Les échantillons 
sont immergés dans 7ml d’une solution chloroforme : méthanol (2:1, v:v) et conservés à 4°C jusqu’à 
l’analyse en masse.  
c. Quantification des acides gras extraits par spectrométrie de 
masse 
Le chromatographe utilisé est un Agilent Technologies 6850 Network GC System et la colonne est 
une "HP-5MS" de 30 m x 0,25 mm avec un film de 0,25 µm. Le volume injecté est de 1 µl par 
échantillon. Les cycles de températures sont : 1 min à 160°C ; 50°C/min  de 160°C à 200°C ; 4°C/min  
de 200°C à 320°C ; 8 min à 320°C. Le spectromètre de masse est un "MS Agilent 5975". Des 
échantillons étalons ont permis de déterminer les temps de rétention des composés étudiés. La 
quantité des composés étudiés est calculée par rapport au composé témoin.
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6. Analyse du comportement de lignées d’intérêt en réponse 
à la bactérie Pseudomonas syringae DC3000  
a. Inoculation 
Les plantes d’Arabidopsis inoculées sont âgées de 3 à 4 semaines. Deux à trois jours avant 
l’expérience les plantes sont transférées dans la salle d’inoculation et copieusement arrosées et les 
bacs sont recouverts d’un film plastique transparent. La veille de l’inoculation des bactéries 
Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000, résistantes à la rifampicine suite à une mutation 
spontanée de la souche sauvage DC52 (Cuppels, 1986) sont cultivées dans 20ml de milieu LB agar, 
Rifampicine 50µg.ml-1 pendant 24h. A l’issue de ces 24h, on prélève 1ml de culture liquide. Les 
bactéries sont ensuite centrifugées 2min à 7000rpm, le surnageant est éliminé, puis le culot est repris 
dans 1ml H2O UHQ stérile ; cette étape est répétée une seconde fois puis une mesure de la DO600nm 
est effectuée (la DO600nm est comprise entre 0,1 et 0,2). On effectue une dilution des bactéries de 
façon à obtenir 50ml de bactéries à 0,1 de DO600nm, valeur correspondant à une concentration en 
bactéries de l’ordre de 107 cfu.ml-1. La solution de bactéries ainsi préparée est ensuite diluée avec de 
l’eau stérile pour obtenir une concentration finale en bactéries 105 cfu.ml-1. L’inoculation est réalisée 
par infiltration foliaire à l’aide d’une seringue de 1ml (Terumo). Pour chaque génotype et pour 
chaque point de cinétique on inocule 5 plantes à raison de 5 demi-feuilles par plante. Une fois les 
plantes inoculées, elles sont recouvertes d’un film plastique transparent (Saran) et l’apparition des 
symptômes de maladie est analysée et photographiée pendant les 2 à 3 jours suivant l’inoculation. 
b. Dénombrement de la croissance bactérienne 
Afin d’évaluer si la quantité de bactéries inoculée est identique, un premier dénombrement 
bactérien est réalisé environ 3h post-inoculation (T0). Pour ce faire, une feuille par plante inoculée 
est prélevée, chaque feuille prélevée est immergée dans un bain d’EtOH 70%, puis dans deux bains 
successifs d’H20 UHQ stérile afin d’éliminer les bactéries épiphytes. On prélève ensuite 4 disques 
foliaires par feuille prélevée, ces disques foliaires sont disposés dans un micro-tube contenant des 
billes de verres (Qiagen) avant d’être broyées 2 fois 30sec à vitesse maximum à l’aide d’un broyeur à 
billes (TissueLyser, Qiagen). Pour chaque échantillon, on répartit équitablement 100µl de broyat non 
dilué sur deux boites de Pétri contenant un milieu LB agar additionnée de Rifampicine 50µg ml-1 ; le 
dénombrement bactérien est réalisé après 2 jours d’incubation à 28°C en comptant le nombre de 
colonies formées. On effectue deux dénombrements bactériens supplémentaires 2 et 3 jours après 
l’inoculation. Pour chaque plante et à chaque point de cinétique, on prélève 1 disque foliaire par 
feuille sur 4 des 5 feuilles inoculées.   
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Les 4 disques foliaires obtenus par plante sont disposées dans un micro-tube contenant des 
billes de verre puis broyées comme indiquées précédemment. Les broyats obtenus sont ensuite 
disposés dans une plaque de micro-titration 96 puits. Une dilution sériée des échantillons est réalisée 
à l’aide d’une pipette multiple. Une fois les dilutions réalisées, on dépose sur une boite de Pétri 3x 
5µl de la dilution désirée. Pour chaque groupe de dilutions (non-dilué, 10-1, 10-2 ou 10-3 etc.…) le 
dépôt est effectué sur deux boites de Pétri contenant du milieu LB agar, rifampicine 50µg.ml-1. Le 
dénombrement bactérien est réalisé après 2 jours d’incubation des boites à 28°C en comptant le 
nombre de colonies formées.  
7. Analyse statistique des résultats  
Pour l’ensemble des expériences décrites l’effet du génotype et/ou du traitement imposé sur 
le paramètre mesuré a été évalué au travers de procédures non-paramétriques de comparaison 
(multiple ou deux à deux) de Kruskal-Wallis. L’ensemble des tests statistiques est réalisé à l’aide du 
logiciel R (R Development Core Team 2009).  
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Annexes 
ANNEXE I – Milieux et solutions 
 
Milieu SOC  
Extrait de Levure  0,5 % 
Tryptone 2 % 
KCl 2,5 mM 
NaCl 10 mM 
MgCl2 10 mM 
MgSO4 10 mM 
Glucose 20 mM 
Autoclavé  20 min à 120°C 
 
Milieu Luria-Bertani (LB)  
Extrait de Levure  5 g.L
-1
 
Tryptone 10 g.L
-1
 
NaCl 10 g.L
-1
 
Agar (optionnel) 12 g.L
-1
 
Autoclavé  20 min à 120°C 
 
Tampon CTAB   
Tris-HCl, pH 8 0,1 M 
NaCl 1,4 M 
Na2EDTA, pH8 20 mM 
CTAB 2% 
Autoclavé  20min à 120°C 
Le jour même (pour 10ml) 
-mercaptoéthanol 50 µl 
Autoclavé  20min à 120°C 
 
SSC 20X  
NaCl 175,3 g 
Na, 2H2O 88,2 g 
H2O UHQ  800 ml 
pH Ajusté à 7,0 
H2O UHQ Q.S.P. 1L 
Autoclavé  20 min à 120°C 
 
ANNEXE II 
Liste des amorces utilisées au cours de ce travail 
Constructions pRD20::GUS / pRD20::RD20-GUS 
Nom Séquence (5’  3’) Utilisation 
GatproRD20R CAAGAAAGCTGGGTCCATTCTCTCTCTCTTACTCTTTTAC 
Clonage de la séquence 
promotrice du gène RD20 
GatproRD20F AAAAAGCAGGCTTCACGTTAATGAATATCTTGACAAC Clonage de la séquence 
promoteur RD20 – gène 
RD20   
GatproRD20gGUS CAAGAAAGCTGGGTGTCTTGTTTGCGAGAATTGGCCC 
Construction P35S:RD20::GFP::GUS 
Nom Séquence (5’  3’) Utilisation 
RD20-SalI GGGTGTCGACCAGTCTTGTTTGCGAGAATTGGC Clonage ADNc RD20 pleine 
taille  RD20-HindIII GGGCAAGCTTCGACCATGGCAGGAGAGGCAGAG 
-20 GTAAAACGACGGCCAGT Séquençage de la 
construction P35S::RD20-
GFP-GUS dans le vecteur 
pCR®2-1 TOPO® 
M13 R GGAAACAGCTATGACCATG 
Construction P35S:RD20ADNc 
Nom Séquence (5’  3’) Utilisation 
35s-RD20-B1 AAAAAGCAGGCTTCGAAGGAGATAGAACCATGGCAGGAGAGGCAGAGGC Clonage ADNc RD20 pleine 
taille 35s-RD20-B2 CAAGAAAGCTGGGTTTTAGTCTTGTTTGCGAGAAT 
attB1 GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTC Clonage construction 
p35S::RD20ADNc attB2 GACCCAGCTTTCTTGTACAAAGTGGTCCCC 
Caractérisation du mutant KO rd20  
Nom Séquence (5’  3’) Utilisation 
RD20F1 CGTTAGCTCCGGTCACCAGTCA 
Amplification du gène RD20  
RD20R3 (RD20 
R1) 
GGAAGTGTAACGTAGCTGAACGC 
RD20R1 
(RD20tpR) 
GTTCCATTCGGATGCTCTGT 
RD20R2 (tag5) CTACAAATTGCCTTTTCTTATCGAC 
Expériences de RT – QPCR 
Nom Séquence (5’  3’) Utilisation 
RD20F GCTTTCAAACAAAGTTGAATGGATAC 
Amplification du gène RD20  
RD20R TTAGTGCTTGTTTGCGAGAATTGGCC 
RAB18F GATGGACAAGATCAAGGAA 
Amplification du gène Rab18  
RAB18R AAAGCACAATACAACGACC 
tubuline4 F GAGGGAGCCATTGACAACATCTT Amplification du 
gènetubuline4  tubuline4 R GCGAACAGTTCACAGCTATGTTCA 
Desmine F CAGCCTCAGTCCTCCAAATCACA Amplification du gène 
Desmine Desmine R TAGGCCTGAGGTCACAGAGGT 
Actine2F GGTAACATTGTGCTCAGTGG Amplification du gène 
Actine2 Actine2R CTCGGCCTTGGAGATCCACA 
Actine-2: At3g18780; -tubuline 4: At5g44340; Rab18: At5g66400; RD20: At2g33380. 
 
 Plants overcome water defi cit conditions by combining 
molecular, biochemical and morphological changes. At the 
molecular level, many stress-responsive genes have been 
isolated, but knowledge of their physiological functions 
remains fragmentary. Here, we report data for  RD20 , a stress-
inducible Arabidopsis gene that belongs to the caleosin 
family. As for other caleosins, we showed that RD20 localized 
to oil bodies. Although caleosins are thought to play a role 
in the degradation of lipids during seed germination, 
induction of  RD20 by dehydration, salt stress and ABA 
suggests that RD20 might be involved in processes other 
than germination. Using plants carrying the  promoter 
RD20::uidA construct, we show that  RD20 is expressed in 
leaves, guard cells and fl owers, but not in root or in mature 
seeds. Water defi cit triggers a transient increase in  RD20 
expression in leaves that appeared predominantly dependent 
on ABA signaling. To assess the biological signifi cance of 
these data, a functional analysis using  rd20 knock-out and 
overexpressing complemented lines cultivated either in 
standard or in water defi cit conditions was performed. The 
 rd20 knock-out plants present a higher transpiration rate 
that correlates with enhanced stomatal opening and 
a reduced tolerance to drought as compared with the 
wild type. These results support a role for RD20 in drought 
tolerance through stomatal control under water defi cit 
conditions. 
 Keywords:  Arabidopsis thaliana  •  Caleosin  •  Drought tolerance  • 
 Oil bodies  •  Stomata . 
 Abbreviations :  AtCLO ,  Arabidopsis thaliana caleosin ;  BAC , 
 bacterial artifi cial chromosome ;  CaMV ,  caulifl ower mosaic 
virus ;  ER ,  expansion rate ;  GFP ,  green fl uorescent protein ;  GUS , 
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 Introduction 
 Plant growth is greatly altered by abiotic stresses such as 
drought, salt stress or cold. In order to survive and propagate 
in fl uctuating environments, plants have developed a variety of 
tolerance mechanisms including the protection of membranes 
and the production of osmolytes to maintain water and ion 
homeostasis ( Bartels and Sunkar 2005 ). At the onset of water 
defi cit, one of the most rapid responses observed is the closure 
of stomata, followed, on a longer time scale, by reduced plant 
growth decreasing transpiration and facilitating the conserva-
tion of water ( Westgate and Boyer 1985 ). To activate these 
responses, genetic reprogramming is required, and several 
hundred genes have been identifi ed as stress responsive ( Kreps 
et al. 2002 ,  Oono et al. 2003 ,  Kant et al. 2008 ). The up-regulated 
genes can be classifi ed as early and transiently induced genes 
that encode proteins involved in signaling and gene regulation, 
and late induced genes whose products are mainly involved 
in cell protection ( Bray 2004 ). Among the early induced genes, 
 RD20 (Responsive to Dehydration, 20) appears to be one of the 
most highly expressed and is now often used as a stress marker 
gene ( Magnan et al. 2008 ,  Alexandre et al. 2009 ), although its 
actual role in stress responses remains unknown. The protein 
encoded by  RD20 is 236 amino acids long and belongs to the 
caleosin family. This family is composed of at least seven mem-
bers in Arabidopsis (AtCLO1, 2, 3/RD20, 4.1, 4.2, 5.1 and 5.2) 
and RD20 exhibits about 65 % amino acid identity with 
1975Plant Cell Physiol. 51(12): 1975–1987 (2010) doi:10.1093/pcp/pcq155 © The Author 2010.
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AtCLO1/AtCLO2, and 45 % with AtCLO4.1 and 4.2/AtCLO5.1 
and 5.2 ( Partridge and Murphy 2009 ). Caleosins share a unique 
functional calcium-binding domain in the N-terminal region 
( Takahashi et al. 2000 ), a central hydrophobic domain and a 
proline knot motif presumably responsible for protein target-
ing to oil bodies (OBs) ( Abell et al. 1997 ,  Chen and Tzen 2001 ). 
The fi rst identifi ed caleosin was isolated in rice and named 
OsEFA27 for EF-hand Anchored 27 kDa protein. Interestingly, 
 OsEFA27 was isolated in a cDNA library obtained from ABA-
treated germinating rice seedlings, and the authors reported 
that  OsEFA27 mRNA also accumulated in vegetative tissues in 
response to dehydration and NaCl ( Frandsen et al. 1996 ). In 
Arabidopsis, caleosin gene expression patterns revealed that 
 AtCLO1 and  AtCLO2 are mainly expressed during seed matura-
tion and during the fi rst days following germination ( Naested 
et al. 2000 ).  AtCLO4.1 ,  5.1 and  5.2 mRNA expression levels are 
low but detectable in root, leaf, shoot and fl ower tissues, and, 
as for other caleosins, they are not induced in response to dehy-
dration or ABA treatment ( Hruz et al. 2008 ). Thus,  RD20 gene 
expression is rather different because of its induction by various 
abiotic factors ( Kant et al. 2008 ). As yet, little is known about 
the physiological function of caleosins and few functional anal-
yses have been performed.  Poxleitner et al. (2006) showed that 
loss of function of AtCLO1 is responsible for a defect in post-
germinative growth and that  atclo1 knock-out (KO) mutants 
grew more slowly than the wild type (WT) and showed a higher 
number of OBs and vacuoles per cell. Subcellular localization of 
AtCLO1 in developing rapeseed embryo revealed that AtCLO1 
is associated with microsomal and OB fractions ( Naested et al. 
2000 ) and, more recently,  Hanano et al. (2006) demonstrated 
that AtCLO1 (referred to as AtPXG1), AtCLO2 (AtPXG2) and 
OsEFA27 possess a Ca 2 +  -dependent peroxygenase activity. The 
recombinant proteins catalyze co-oxidation reactions typical of 
peroxygenase activity in microsomes and lipid droplet fractions. 
AtCLO1 contains a heme responsible for its enzymatic activity, 
and the highly conserved His70 and His138 are essential to the 
peroxygenase activity and to the heme coordination. All these 
data suggest that some caleosins are involved in mobilization 
or degradation of OBs and storage lipids during embryo devel-
opment and germination, but they raise the question of the 
role of the other caleosin isoforms and particularly of RD20 in 
Arabidopsis stress responses. 
 In this work, functional genomics and ecophysiological 
approaches were coupled to evaluate the role of RD20 in 
response to abiotic stresses and ABA in Arabidopsis. The 
subcellular localization of RD20 was investigated, the spatio-
temporal expression pattern of  RD20 was determined using 
a  promoter RD20::GUS ( pRD20::GUS ) reporter construct, and 
functional analyses of  rd20 KO and KO complemented trans-
genic lines were performed. The transpiration rate and detailed 
parameters of plant growth were analyzed in modifi ed lines 
under controlled and water defi cit conditions using the 
automated platform PHENOPSIS ( Granier et al. 2006 ). Finally, 
measurements of stomatal aperture and drought tolerance 
assays were performed. 
 Results 
 RD20 is an OB-associated protein 
 RD20/AtClO3 protein belongs to a small multigenic family in 
Arabidopsis ( Partridge and Murphy 2009 ), and several works 
showed that some caleosins are OB-associated proteins 
( Frandsen et al. 1996 ,  Naested et al. 2000 ,  Murphy et al. 2001 ). 
Caleosins, as the oleosins that are considered as the major 
proteins found in plant OBs, share a central hydrophobic 
domain with a proline knot motif presumably responsible for 
their targeting to OBs ( Abell et al. 1997 ,  Chen and Tzen 2001 ). 
To analyze the subcellular localization of RD20, an RD20–green 
fl uorescent protein (GFP)– β -glucuronidase (GUS) fusion pro-
tein was transiently expressed under the control of the cauli-
fl ower mosaic virus (CaMV) 35S constitutive promoter in 
onion epidermal cells ( Fig. 1 ). Fluorescence of GFP is observed 
in spherical-shaped mobile structures, suggesting that RD20 is 
associated with OBs ( Fig. 1E, F ;  Supplementary video online ). 
To confi rm the nature of these GFP-labeled structures, Nile red, 
a neutral lipid dye regularly used as an OB marker ( Greenspan 
et al. 1985 ,  Schimdt and Herman, 2008 ), was used to visualize 
OBs in onions transformed cells by fl uorescence imaging 
( Fig. 1G, H ). A merge of the images shown in  Fig. 1E and G 
shows that GFP and Nile red fl uorescences co-localize, and this 
supports RD20 being associated with OBs ( Fig. 1I ). As a control, 
a GFP–GUS fusion protein was transiently expressed under the 
CaMV 35S constitutive promoter and fl uorescence imaging 
showed that the corresponding protein is present in the cytosol 
as well as in the nuclear compartment ( Fig. 1A–C ). Collectively, 
these data indicate that RD20, as demonstrated for AtCLO1 
and AtCLO2, is an OB-associated protein. 
 RD20 is differentially expressed during Arabidopsis 
development 
 Thanks to increasing microarray analyses, abundant informa-
tion is now available concerning Arabidopsis gene expression. 
Here, to gain new insights into  RD20 gene expression patterns, 
we investigated the temporal and spatial gene regulation of 
 RD20 . Transgenic plants carrying a 1.5 kb region upstream of 
the start codon of the  RD20 gene fused to the GUS reporter 
gene were obtained. To rule out the presence of putative regu-
latory elements in the  RD20 coding region including introns 
and exons as shown by  Schauer et al. (2009) for the  AGAMOUS-
LIKE6 gene, transgenic plants have also been generated with 
a construct carrying the  RD20 promoter region and the entire 
coding region fused to the GUS reporter gene. GUS staining was 
performed on three independent lines carrying each construct, 
and the results showed that all lines presented the same GUS 
staining pattern, indicating that no major regulatory elements 
are present in the coding regions of  RD20 . The results presented 
here are only those obtained with  pRD20::GUS transgenic plants 
( Fig. 2 ). GUS activity was detected only in above-ground tissues 
whatever the developmental stage. This is consistent with avail-
able data in several microarray databases ( Hruz et al. 2008 ). 
1976
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In standard culture conditions, GUS activity was low and, 
to obtain a visible signal, incubations in staining solution were 
performed for 6–24 h. In young (3- to 5-day-old) seedlings, 
GUS activity was detected in the cotyledons and hypocotyl 
( Fig. 2C, D ); in 20-day-old seedlings, a low but detectable 
expression was observed in leaves ( Fig. 2E ) and at a higher 
magnifi cation a signal was observed in specialized structures 
such as hydatode and trichome bases ( Fig. 2F ; open and fi lled 
arrow, respectively). Staining of leaf epidermal peels revealed 
a stronger GUS activity in guard cells and neighboring cells 
compared with other epidermal cells ( Fig. 2G ). At the repro-
ductive stage, GUS activity was detected in limited zones of 
the fl ower ( Fig. 2H, I ), including the stigmatic papillae, stamens 
and sepals. Finally, histochemical staining of siliques revealed 
that GUS activity was detected in the fi rst days following 
fertilization (green silique) ( Fig. 2J ) but was detectable neither 
in mature brown siliques ( Fig. 2K ) nor in mature dry seeds 
( Fig. 2A, B ). Therefore, this analysis indicates that although 
 RD20 is expressed at a low level throughout plant development, 
its expression pattern is limited to above-ground organs and 
some specialized leaf tissues. 
 RD20 expression is responsive to various abiotic 
stimuli and ABA 
 It has been reported that  RD20 expression is enhanced by ABA, 
salt, dehydration and osmotic stresses by using microarray 
approaches or Northern blot experiments ( Takahashi et al. 
2000 ,  Seki et al. 2001 ). We confi rmed these data by quantitative 
reverse transcription–PCR (RT–PCR) by measuring  RD20 
transcripts levels and  RAB18 , a well-known stress- and ABA-
responsive gene, as a control ( Lang and Palva 1992 ). Data 
obtained indicated that dehydration and ABA induced a rapid 
and transient increase of  RD20 gene expression, with a 150-fold 
increase 2 h after dehydration and up to 300-fold 3 h after 
ABA treatment ( Fig. 3A, B ). The importance of ABA signaling 
in  RD20 gene expression was then assessed by comparing the 
responses of  RD20 gene expression to dehydration in WT and 
ABA-defi cient ( aba1-5 ) or ABA-insensitive ( abi1-1 ) mutants 
( Fig. 3C ).  RD20 gene expression was dramatically reduced in 
those mutants, indicating that following dehydration,  RD20 
gene expression is mostly an ABA-dependent process. Then we 
took advantage of the  pRD20::GUS transgenic lines to evaluate 
the spatio-temporal pattern of  RD20 gene expression in 
response to environmental changes. Transgenic plants were 
cultivated on Murashige and Skoog (MS) medium and subse-
quently transferred on NaCl- or mannitol-supplemented MS 
medium for different times or detached leaves were submitted 
to a dehydration treatment for 2 h prior to GUS staining. 
As expected, GUS staining was stronger and observed more 
rapidly following these treatments compared with plants 
cultivated in control conditions. No difference in the spatial 
expression patterns were observed between stress-treated 
and control plants, indicating that its induction by stress condi-
tions only occurred in cells having a basal level of  RD20 gene 
expression ( Supplementary Fig. S1 ).  RD20 gene expression was 
also analyzed following mechanical stress. Dark blue staining 
F
A
D
CB
H I
E
G
 Fig. 1  Subcellular localization of an RD20–GFP–GUS fusion protein in onion epidermal cells. Confocal imaging of a control GFP–GUS fusion 
protein: (A) bright fi eld image, (B) GFP fuorescence, (C) merge of A and B. Confocal imaging of the RD20–GFP–GUS fusion protein: (D) bright 
fi eld image, (E) GFP fl uorescence, (F) merge of D and E. (G) Confocal imaging of Nile red fl uorescence: (H) merge of D and (G); (I) merge of 
E and G. 
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restricted to holes made with a needle indicated that  RD20 
transcription is induced 2 h after leaf wounding ( Supplemen-
tary Fig. S1 ). Overall, these data indicate that  RD20 is expressed 
in many organs and tissues during development, morphogene-
sis and in response to ABA and abiotic stresses. 
 Analysis of transgenic lines modifi ed in  RD20 
gene expression 
 To examine the function of RD20, a reverse genetic approach 
was developed using a T-DNA insertional mutant in the Ws-4 
accession. Homozygous mutant lines were obtained, and PCR 
experiments on genomic DNA as well as sequence analyses 
confi rmed the T-DNA insertion site in the second exon of the 
 RD20 gene ( Fig. 4A ). This insertion results in the lack of a full-
length  RD20 transcript ( Fig. 4B ,  F1-R3 ), but detection of a chi-
meric  T-DNA-RD20 transcript raises the possibility that this 
mutation leads to a dominant-negative phenotype ( Fig. 4B , 
 F1-R2 ). The KO mutant was complemented with a  Promoter 
35S::RD20 construct (named ORK for  o verexpression of  RD20 in 
 K O  rd20 ) to generate ORK5-complemented transgenic plants. 
Southern blot analysis using T-DNA as a probe indicated that 
ORK5 contains at least two insertional copies of the transgene. 
DC
dF G
H
K
I J
A
B
E
 Fig. 2  Expression patterns of the  RD20 gene. Histochemical GUS staining of transgenic plants transformed with a 1.5 kb  promoter RD20::GUS 
reporter ( pRD20::GUS ). T 3 generation plants were stained with X-Gluc for 6–24 h. The observations illustrated are representative of the patterns 
obtained with three independent transgenic lines. (A) Dry mature seeds; (B) dry mature seeds without the tegument; (C) 3-day-old seedling; 
(D) 5-day-old seedling; (E) 20-day-old seedling; (F) detail of a 35-day-old leaf showing GUS expression at the base of the trichomes (fi lled arrow) 
and in a hydatode (open arrow); (G) epidermal peels of 35-day-old leaves showing GUS coloration in guard cells and neighboring cells in three 
independent T 3 pRD20:GUS transgenic lines; (H) infl orescence from a 45-day-old  pRD20::GUS plant showing GUS expression in fl owers and 
siliques; (I) magnifi cation of the fl ower presented in H showing GUS expression in the stigmatic papilla, petals, sepals and stamens (mainly in the 
anthers). (J) Young green silique and (K) mature brown silique. 
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Expression of the transgene was analyzed in ORK5 and a 5-fold 
increase in  RD20 transcript level was observed compared with 
wild-type plants ( Fig. 4C ). The presence in the Arabidopsis 
genome of several transcribed caleosin genes raises the possibil-
ity that other caleosins could compensate for the loss of 
 RD20 transcripts in the  rd20 mutant. Thus, semi-quantitative 
RT–PCRs were performed to check if the expression profi les of 
others caleosins were modifi ed in the  rd20 mutant, as well as 
in the ORK5-complemented transgenic line. As expected, 
constitutive expression of  RD20 was observed in the ORK5-
complemented line and was absent in the  rd20 mutant 
( Fig. 4D ); concerning the expression of other caleosin genes, 
no modifi cations were observed in those lines compared with 
the WT ( Fig. 4D ). This experiment was also performed using 
plants submitted to water defi cit conditions. In this case,  RD20 
mRNA content increased following dehydration treatment in 
the WT, whereas mRNAs level of other caleosins did not 
present variations in WT,  rd20 and ORK5 lines (not shown). 
Overall, these data indicate that among caleosins, RD20/
AtCLO3 plays a specifi c role in Arabidopsis response to 
abiotic stresses compared with other caleosins present in the 
Arabidopsis genome. 
 RD20 participates in long-lasting stomatal control 
and in drought tolerance 
 It is well established that ABA promotes water defi cit tolerance 
in plants through stomatal regulation ( Schroeder et al. 2001 , 
 Finkelstein and Rock 2002 ). In this work, we report that  RD20 is 
up-regulated by dehydration in an ABA-dependent manner; 
furthermore, the analysis of  pRD20::GUS reporter transgenic 
lines revealed that  RD20 gene expression occurs in guard cells, 
suggesting that RD20 may be involved in the regulation of 
plant water status in response to drought. Thus, transpirational 
water losses of  rd20 , ORK5 and the WT were determined at the 
whole-plant level in two conditions ( Fig. 5 ). In the well-watered 
condition, soil relative water content (RWC) was 35 % , whereas 
in water defi cit condition, RWC was 20 % . As expected, transpi-
ration rates were signifi cantly reduced in plants submitted 
to soil water defi cit and, more interestingly,  rd20 plants were 
inclined to lose more water than WT and ORK5 plants, notably 
in water defi cit conditions ( Fig. 5A ). Automated daily pictures 
of each plant were taken throughout the duration of the tran-
spiration experiment to calculate the leaf expansion rate (ER). 
ER was signifi cantly reduced by water defi cit in all genotypes 
( Fig. 5B ). However, it was systematically lower in the  rd20 
mutant and signifi cantly higher in the complemented ORK5 
line under water defi cit compared with KO plants ( Fig. 5B ). 
Non-destructive estimation of transpiration and ERs allowed 
the calculation of water use effi ciency (WUE), expressed as 
rosette area increment per unit soil water used, for the different 
genotypes ( Fig. 5C ). WUE signifi cantly increased under water 
defi cit compared with well-watered conditions for all geno-
types. Additionally, upon water defi cit, combining slightly 
higher transpiration and more severely reduced growth in  rd20 
mutant compared with WT plants led to a signifi cantly lower 
WUE in  rd20 ( Fig. 5C ). This difference in WUE is not due to 
stomatal cell density which does not differ signifi cantly among 
genotypes ( Supplementary Fig. S2 ). Differences in WUE 
between genotypes were not accompanied by any contrast in 
the fi nal size of the aerial part of the plants. Total leaf number, 
rosette fresh weight and specifi c rosette area at bolting were 
reduced by water defi cit to a similar extent for all genotypes 
( Supplementary Fig. S2 ). Finally, to evaluate the allocation 
to below-ground parts, the root–shoot ratio was calculated. 
This ratio was signifi cantly increased in response to water 
defi cit in a similar way for all genotypes ( Fig. 5D ). 
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 Fig. 3  Real-time RT–PCR analyses of  RD20 gene expression in  Arabidopsis thaliana plants subjected to abiotic stimuli. (A, B) Total RNA from 
10-day-old WT seedlings or leaves was analyzed by quantitative RT–PCR with gene-specifi c primers for  RD20 and for a stress- and ABA-responsive 
gene,  RAB18 . The transcript levels of  RD20 and  RAB18 are plotted as the relative expression (fold) of plants exposed to dehydration (A) for the 
indicated period of time or (B) to ABA (100 µM). Transcript levels of  β -tubulin were used for standardization. (C) Quantitative RT–PCR analyses 
of  RD20 gene expression in the WT, the ABA-defi cient mutant  aba1-5 and the ABA-insensitive mutant  abi1-1 subjected to dehydration for 
120 min. Total RNA was prepared from 4-week-old rosettes.  Desmin , an external mRNA, was used as a control for data standardization. 
The results presented correspond to a representative experiment of two biological and three technical replicates. 
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 Considering that RD20 expression occurs essentially in aerial 
tissues, in stomatal guard cells and in response to ABA, the 
weak increase in transpiration of  rd20 mutant plants questions 
the role of RD20 in the regulation of stomatal movements. 
Because transpiration causes leaf cooling, measurement of leaf 
temperature using infrared thermal imaging gives an estima-
tion of leaf transpiration ( Merlot et al. 2002 ). Using infrared 
thermography, we showed that  rd20 plants display a low but 
signifi cant decrease in leaf temperature compared with WT 
and ORK5 plants ( Supplementary Fig. S3 ). As a control, the 
OPEN STOMATA2 mutant was used to calibrate the experi-
ment ( Merlot et al. 2007 ) and, although differences between 
 rd20 , WT and ORK5 are weak compared with  ost2 , they are 
signifi cant enough to support the hypothesis that RD20 con-
tributes to the regulation of stomatal movements. To explore 
the role of RD20 in the control of stomatal movement further, 
a detailed analysis of stomatal aperture was performed on WT, 
 rd20 and ORK5 plants ( Fig. 6 ). Light-induced stomatal opening 
was investigated, and indicated that  rd20 mutant plants exhib-
ited a signifi cant increase in stomatal aperture as compared 
with WT and ORK5 plants. ORK5 displayed a WT response 
to light-induced stomatal opening. ABA-mediated inhibition 
of stomatal opening was also evaluated on epidermal peels 
incubated in the presence or absence of 10 µM ABA. The results 
showed that  rd20 stomata were less sensitive than those of 
the WT and that ORK5 plants exhibited an enhanced response 
to ABA-mediated inhibition of stomatal opening ( Fig. 6B ). 
These results prompted us to study the effect of fusicoccin, 
a fungal toxin inducing stomatal opening ( Gomarsca et al. 
1993 ), to determine precisely the action of RD20 in relation to 
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 Fig. 4  (A and B) Molecular characterization of the  rd20 T-DNA insertional mutant. (A) Scheme of the  rd20 T-DNA insertional mutant. 
The intron–exon organization of the Arabidopsis  RD20 gene is depicted by lines and boxes, respectively. The position of the T-DNA insertion is 
indicated by a thick black line (not drawn to scale). The positions of the primers used for PCR and RT–PCR amplifi cations are indicated by arrows. 
(B) Expression levels of  RD20 mRNA in the WT and the  rd20 mutant as determined by RT–PCR. Total RNA was extracted from 4-week-old plants 
left without irrigation for 7 d and analyzed by RT–PCR using specifi c primers.  Actin-2 (At3g18780) served as a control for RNA integrity, and as a 
semi-quantitative standard. (C)  RD20 gene expression in the complemented  rd20 KO mutant line ORK5. Dot-blot results are shown in the upper 
panel and quantifi cation analyses in the lower panel. The error bar represents the SD. (D)  AtCLO1-5 gene expression profi le. Total RNA from 
4-week-old leaves was extracted from WT,  rd20 and ORK5 transgenic lines grown in well-watered conditions. RNAs were analyzed by semi-
quantitative RT–PCR using gene-specifi c primers corresponding to  AtCLO1 ,  2 ,  3(RD20) ,  4.1 and  5.1 genes.  Actin-2 (At3g18780) served as a control 
for RNA integrity, and as a semi-quantitative standard 
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 Fig. 6  Regulation of stomatal aperture by light, ABA and fusicoccin (FC). (A) Stomatal opening kinetics in response to light. Epidermal strips were 
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the plasma membrane H  +  -ATPase. The  rd20 KO plants exhib-
ited hypersensitive fusicoccin-induced stomatal opening in the 
dark as well as in the light as compared with WT and ORK5 
plants ( Fig. 6C ). ORK5 plants were less sensitive than WT plants 
to fusicoccin-induced stomatal opening in the dark but exhib-
ited a WT response in the light condition. Altogether, these 
data support that RD20 is involved in a long time scale regula-
tion of plant water status, and suggest that RD20 may act 
downstream of the plasma membrane H  +  -ATPase. These differ-
ences in stomatal aperture regulation could explain differences 
in transpiration, ERs and WUE. 
 Finally, we evaluated the behavior of WT,  rd20 and ORK5 
mutant plants in response to drought. Compared with previous 
work using the PHENOPSIS automaton where stable soil water 
content was imposed, drought tolerance assays were performed 
on 4-week-old plants previously irrigated with water every 
3 d before a complete arrest of irrigation. Plants were observed 
daily and, after 6 d, mutant plants exhibited more pronounced 
wilting symptoms than the WT ( Fig. 7 ). After a 10 d water stress 
A
C
B
F
D
E
WT rd20
 Fig. 7  RD20 mutation impairs drought responses. Analysis of drought 
effects on WT (A, C, E) and  rd20 mutant (B, D, F) adult Arabidopsis 
plants. (A and B) Four-week-old plant before stopping irrigation; 
(C and D), plants 10 d after stopping irrigation; (E and F), photographs 
of plants 10 d after re-watering the pots. 
period, re-watering the pots led to a better survival of WT com-
pared with the  rd20 mutant plants. Concerning the behavior of 
the overexpressing complemented ORK5 line, the wilting symp-
toms were similar to those of the WT (data not illustrated). 
Because differences were only observed for KO plants, we evalu-
ated in parallel the impact of the overexpression of  RD20 
in another Arabidopsis accession (Col-8) using all the tests 
described in this work. No signifi cant differences were observed 
between WT and overexpressing Col-8 lines (not shown), 
indicating that overexpression of  RD20 is not suffi cient to 
improve drought tolerance signifi cantly. Several works reported 
that  RD20 is also highly induced by NaCl treatment ( Takahashi 
et al. 2000 ,  Kreps et al. 2002 ,  Kant et al. 2008 ), and this raises 
the question of the role of RD20 in salt stress responses. Thus 
we investigated the behavior of  rd20 and WT plants in response 
to 150 mM NaCl treatment ( Supplementary Fig. S4 ). After 
3 weeks, the number of senescent leaves was signifi cantly higher 
in  rd20 KO plants compared with WT plants, indicating that 
 rd20 KO plants are also more sensitive to salt stress than the 
WT. This result indicates that  RD20 participates in water defi cit 
as well as in salt stress responses. 
 Discussion 
 RD20, an OB-associated protein, is the only 
caleosin induced by abiotic stresses 
 The aim of this work was to evaluate the role of RD20, a stress-
induced caleosin from Arabidopsis. For this purpose, we fi rst 
analyzed the subcellular localization of RD20 using transient 
expression of a RD20–GFP–GUS fusion protein in onion epider-
mal cells and showed that RD20, like AtCLO1 and AtCLO2, is an 
OB-associated protein. However, at the gene expression level, 
RD20's profi le is quite different from that of other caleosins. 
RD20 is expressed in particular tissues or organs during plant 
development and is induced in a rapid and a transient manner 
by dehydration and ABA, suggesting that RD20 is part of an 
abiotic stress-related signaling pathway. A search for  cis -acting 
elements related to ABA and drought responses was performed 
in the  RD20 promoter region as well as in other caleosin 
sequences using the Arabidopsis Gene Regulatory Information 
Server ( http://arabidopsis.med.ohio-state.edu/ ). The results 
indicated that the ABRE (ABA-responsive element), ABRE-like 
and DRE (dehydration-responsive element)  cis -elements are 
over-represented in the  RD20 promoter sequence compared 
with the other Arabidopsis caleosin genes ( Supplementary 
Table S2 ). This analysis also points out that the  RD20 promoter 
region exhibits a signifi cant enrichment in AtMYC2-binding 
sites, while none is observed in the other caleosin gene pro-
moter sequences. Interestingly, AtMYC2 acts as a positive 
regulator of ABA signaling under drought stress ( Abe et al. 
2003 ). Concerning the regulation of  RD20 gene expression 
during development, it can be correlated to the  RD20 
induction by ABA. For instance, the presence of ABRE/CBF2-
binding sites that are associated with leaf senescence and 
1982
Y. Aubert et al.
Plant Cell Physiol. 51(12): 1975–1987 (2010) doi:10.1093/pcp/pcq155 © The Author 2010.
 a
t U
n
ive
rsitÃ
©
 P
a
u
l S
a
b
a
tie
r - T
o
u
lo
u
se
 3
 o
n
 D
e
ce
m
b
e
r 7
, 2
0
1
0
p
cp
.o
xfo
rd
jo
u
rn
a
ls.o
rg
D
o
w
n
lo
a
d
e
d
 fro
m
 
ABA responses ( Sharabi Swager et al. 2010 ) could explain the 
expression pattern of RD20 in mature fl owers. Otherwise, 
because ABA is a known regulator of seed maturation 
( Finkelstein and Rock 2002 ), it is also reasonable to visualize 
GUS activity in young siliques. In response to wounding, we 
showed that  RD20 gene expression increases rapidly but it is 
limited to the wounding sites ( Supplementary Fig. S1 ). 
Knowing that wounding provokes desiccation of wounded 
tissues and that ABA is necessary to produce a full wounding 
response ( Hillwig et al. 2008 ), we propose that  RD20 gene 
induction at wounding sites results from ABA-dependent pro-
cesses. Finally, although  RD20 gene expression is up-regulated 
in response to salt stress ( Takahashi et al. 2000 ) and in trans-
genic plants overexpressing a constitutive active form of the 
salt stress-responsive transcription factor AtbZIP17 ( Liu et al. 
2008 ), no AtbZIP17-binding element was found in the  RD20 
promoter sequence. Collectively, this indicates that  RD20 is 
an ABA- and drought stress-associated caleosin and this is sup-
ported by the presence of ABA- and abiotic stress-responsive 
 cis -acting elements in its promoter region. 
 Microarray data represent a mine of information on gene 
regulation and can be used to identify co-regulated gene net-
works ( Manfi eld et al. 2006 ). Such analyses performed with 
Arabidopsis caleosins revealed that RD20 is poorly co-regulated 
with AtCLO1 and AtCLO2, suggesting that it probably plays 
different biological roles ( Supplementary Fig. S5 ). This analysis 
also points out that AtCLO1 and AtCLO2 display a strong co-
regulation.  Hanano et al. (2006) demonstrated that AtCLO1 
and AtCLO2 possess a peroxygenase activity. Even though these 
two proteins share a similar expression profi le and common 
enzymatic activity, their biological functions are not fully redun-
dant because a single mutation in  AtCLO1 leads to a growth 
defect compared with WT plants at the onset of germination 
( Poxleitner et al. 2006 ). These data strongly suggest that 
although several caleosins are present in Arabidopsis, each may 
fulfi ll specifi c functions at the spatial and temporal level 
during plant development and/or in response to environmen-
tal stresses. Peroxygenase activity of AtCLO1 and AtCLO2 
requires the presence of calcium and two conserved histidines. 
Sequence alignment of RD20 with AtCLO1 and AtCLO2 reveals 
that these two histidines are present in the RD20 sequence, 
and previous work by  Takahashi et al. (2000) showed that 
RD20 is able to bind calcium. Overall, these data and the OB 
localization of RD20 support a putative peroxygenase activity 
for RD20 and suggest a role in lipid modifi cation and/or degra-
dation as proposed for AtCLO1 and AtCLO2 ( Poxleitner et al. 
2006 ). Involvement of maize peroxygenase activity in cuticle 
and wax synthesis has been proposed by  Lequeu et al. (2003) . 
The synthesis of cuticle and cuticular waxes is enhanced by 
water defi cit conditions and ABA, and they are proposed to 
prevent water losses ( Kosma et al. 2009 ). Moreover, increasing 
evidence indicates that lipids can act as mediators in many 
physiological processes such as growth, differentiation, and 
biotic and abiotic stress responses ( Wang 2004 ). For instance, 
drought is able to trigger phosphatidic acid production that 
mimics ABA action ( Testerink and Munnik 2005 ). Interestingly, 
 Coca and San Segundo (2010) report that CPK1, a calcium-
dependent protein kinase associated with OBs, mediates patho-
gen resistance in Arabidopsis. This work clearly shows that OBs 
that are found in most plant cells cannot be considered only as 
storage lipid organelles present in seeds. Our knowledge is still 
scarce on the role of lipid bodies, but this work paves the way 
for a better understanding of the function of this organelle and 
of the associated proteins in plant stress responses. Collectively, 
considering that RD20 acts as a putative OB-associated peroxy-
genase, it might contribute to lipid signaling/modifi cations in 
plant stress responses. 
 Mutation in RD20 alters stomatal aperture 
and drought tolerance 
 To understand the role of RD20, a loss-of-function strategy was 
developed using KO and complemented  RD20 -overexpressing 
transgenic lines. We showed that  RD20 gene expression is 
strongly induced by ABA and occurred in guard cells, as reported 
by the transcriptome analysis of guard cells and mesophyll cells 
( Leonhardt et al. 2004 ). Thus, we evaluated the contribution of 
RD20 to the regulation of plant water status in drought condi-
tions and showed that transpiration rates decreased in all 
genotypes. As noticed before, water losses were slightly greater 
in  rd20 plants and the ER and WUE were lower in the  rd20 
mutant compared with the WT under water defi cit. To our 
knowledge, only two genes ( ERECTA and  GPA1 ) have been 
identifi ed as regulators of WUE in Arabidopsis ( Masle et al. 
2005 ,  Nilson and Assmann 2010 ). However, multiple WUE-
associated loci have been identifi ed, indicating that WUE is 
controlled by a complex genetic network ( Juenger et al. 2005 ). 
Differences in transpiration rate and WUE in  rd20 KO plants 
prompted us to compare the stomatal regulation in WT, 
 rd20 KO and ORK5 plants. Unlike OST2 ( Merlot et al. 2007 ), 
RD20 cannot be considered as a major actor in stomatal 
regulation. However, using leaf temperature imaging and 
measurements of stomatal aperture on epidermal strips, we 
showed that RD20 contributes to stomatal regulation. Both 
methods indicated that  rd20 KO plants display an enhanced 
stomatal aperture and transpiration compared with the WT 
and ORK5. These results are in agreement with data presented 
in  Fig. 7 showing that mutation in  RD20 fi nally impacts drought 
tolerance as compared with WT plants. It is clearly established 
that stomatal opening results from the uptake of solutes 
and cations into the cytosol and this uptake is mediated by 
H  +  -ATPase-dependent hyperpolarization of the plasma mem-
brane ( Kwak et al. 2008 ). Activation of the plasma membrane 
H  +  -ATPase by fusicoccin allowed us to determine that RD20 
acts downstream of the plasma membrane H  +  -ATPase. The 
results indicated that loss of RD20 is not compensated by 
other caleosins, as was suggested by the gene expression 
patterns of caleosins. However, we also showed that overex-
pression of  RD20 is not suffi cient to enhanced tolerance to 
drought, supporting that even if RD20 participates in drought 
tolerance, it cannot be considered as a limiting component 
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and that other elements are required to enhance tolerance 
to water defi cit. We also showed that the role of RD20 is not 
limited to drought tolerance. RD20 plays a positive role in salt 
stress response and, knowing that the  RD20 gene is induced 
by various abiotic stresses such as drought, salt stress, cold 
and wounding ( Kant et al. 2008 ), we can hypothesize that 
RD20 acts in a stress signaling hub that sets up multiple 
abiotic responses. 
 In the present study, we combined whole plant physiology 
and molecular/genetic approaches to show that RD20, an 
ABA-responsive gene, participates in drought tolerance mecha-
nisms through the regulation of stomatal aperture, plant 
growth and WUE. Finally, like ERECTA, GPA1 and a WUE quan-
titative trait locus identifi ed by  Juenger et al. (2005) ,  RD20 is 
located at the bottom of chromosome 2, a region that appears 
to be important in the regulation of plant transpiration 
effi ciency in Arabidopsis. 
 Materials and Methods 
 Plant material, growth conditions and stimulus 
treatments 
 Seeds from  Arabidopsis thaliana ecotype Wassilewskija (Ws-4) 
and mutant lines which were ABA defi cient [ aba1-5 (Col)] 
and ABA insensitive [ abi1-1 (Ler)] were purchased from the 
Nottingham Arabidopsis Stock Centre. A T-DNA insertional 
mutant line impaired in  RD20 (At2g33380) [ rd20 (Ws-4)] was 
obtained from INRA Versailles. To avoid variations in seed 
quality, all the seeds were harvested from plants cultivated 
in identical conditions over the same time period. Growth 
experiments were performed in the PHENOPSIS automaton 
to impose stable and reproducible soil water content treat-
ments in the same controlled micrometeorological conditions 
( Granier et al. 2006 ). Two soil water contents were imposed 
(0.35 or 0.2 g H 2 O g 
 − 1 dry soil), corresponding to optimal plant 
growth and continuous moderate water defi cit conditions, 
respectively ( Aguirrezabal et al. 2006 ). Seeds were sown in pots 
(200 ml) fi lled with a mixture (1 : 1, v/v) of a loamy soil and 
organic compost. Soil water content was determined at 
sowing to estimate the initial amount of dry soil and water 
in each pot. This allowed the soil water content of each pot 
to be maintained at precisely defi ned levels using a modifi ed 
one-tenth strength Hoagland solution to compensate for 
daily water losses ( Tisné et al. 2008 ). Water defi cit treatments 
started when leaf 2 had appeared. Plants were used for mea-
surement of morphological traits, growth and transpiration, 
and to determine WUE. Drought assays were performed 
with 4-week-old plants grown in soil in the growth chamber. 
Plants were irrigated with water every 3 d and watering was 
withheld for 10 d before re-watering the pots for plant 
survival analysis. To minimize experimental variations, the 
WT and mutants were randomly placed on the same tray. 
The experiment was repeated three times and results from 
one representative experiment are shown. 
 Subcellular localization of a  Promoter 
35S::RD20 cDNA -GFP-GUS fusion 
 A  P35S::RD20 cDNA _GFP_uidA was obtained as previously 
described ( Perruc et al. 2004 ) using a full-length RD20 cDNA 
clone (RAFL06-69-K02, AY063964) purchased from Riken 
and the  pRJG23 vector ( Grebenok et al. 1997 ). A  P35S::GFP_uidA 
construct was obtained and used as a cytoplasmic control 
( Perruc et al. 2004 ). Both constructs were introduced into 
onion epidermal cells with a helium biolistic particle delivery 
system (Bio-Rad), and expression of the fusion constructs was 
observed after 24 h by fl uorescence microscopy using an SP2 
confocal laser scanning system. The 488 nm line of the argon 
laser was used for excitation, and images were obtained in the 
range 500–530 nm corresponding to the GFP emission range. 
 P35s::RD20 cDNA _GFP_uidA -transformed onion epidermal cells 
were stained with the neutral lipid dye Nile red for OB visualiza-
tion ( Greenspan et al. 1985 ). Z-scan series within the thickness 
of the samples were acquired to determine if the emitted fl uo-
rescence was restricted or not in a given cell compartment. 
 Generation and analysis of  RD20 promoter-GUS 
expression transgenic lines 
 To generate the  RD20 promoter::uidA construct ( pRD20::GUS ), 
a 1.5 kb  RD20 promoter sequence was PCR amplifi ed from the 
F4P9 bacterial artifi cial chromosome (BAC; ABRC) using the 
 Gat_ProRD20_F and  Gat_ProRD20_R primers ( Supplementary 
Table S1 ). PCR products were further amplifi ed and cloned 
into the  pDONR207 vector (Invitrogen) before a further recom-
bination into the destination vector  pMDC162 according to 
Gateway  technology. We also designed a construct made 
of the 1.5 kb  RD20 promoter , the entire  RD20 coding region 
including introns and the GUS reporter coding sequence 
( pRD20::RD20 gDNA _GUS ). The sequence was amplifi ed from the 
F4P9 BAC clone using the  Gat_ProRD20_F and  Gat_ProRD20g_
GUS primers ( Supplementary Table S1 ) and used to create 
the expression construct in the  pMDC164 vector ( Curtis and 
Grossniklauss 2003 ). The constructs were introduced into 
 Agrobacterium tumefaciens C58 before transformation of 
Arabidopsis WT [Col-8] plants by fl oral dipping ( Clough and 
Bent 1998 ). For GUS staining, various tissues from T 3 transgenic 
reporter lines were treated as reported by  Magnan et al. (2008) . 
 Gene expression analysis 
 Real-time RT–PCR analyses of  RD20 and  RAB18 gene expression 
were performed as described by  Magnan et al. (2008) . Total 
RNA were prepared using the Nucleospin RNA kit (Macherey-
Nagel) from the WT, the ABA-defi cient mutant  aba1-5 and the 
ABA-insensitive mutant  abi1-1 subjected to dehydration or to 
100 µM ABA. A 1 µg aliquot of RNA was subjected to reverse 
transcription using Superscript II (Invitrogen). Quantitative 
PCR was run on a Roche Lightcycler system according to the 
manufacturer's recommendations. The suitability of the primer 
sets and the specifi city and identity of the RT–PCR products 
were monitored by melting curve analysis of the PCR products. 
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Transcript levels of  β -tubulin and an external mRNA,  desmin , 
were used for standardization. Two biological and three 
technical replicas were performed. The PCR primer sets used 
are listed in  Supplementary Table S1 . Gene expression of 
 RD20 ,  AtCLO1 (At4g26740),  AtCLO2 (At5g55240),  AtCLO4.1 
(At1g70670) and  AtCLO5.1 (At1g23240) was also determined 
by semi-quantitative RT–PCR using specifi c primers ( Supple-
mentary Table S1 ). The expression level of  Actin-2 (At3g18780) 
served as a quantifying control. 
 Molecular characterization of the  rd20 mutant 
and complemented lines 
 PCR assays were performed on genomic DNA from the WT 
and the  rd20 mutant to evaluate the allelic state of T-DNA 
in the  RD20 gene ( Fig. 4 ). Detection of  RD20 transcripts was 
performed by RT–PCR on total RNA. A 1 µg aliquot of RNA 
was subjected to reverse transcription using Superscript II 
(Invitrogen) and PCR amplifi cations were performed using two 
sets of  RD20 -specifi c primers  F1-F2 and  F1-R3 ( Supplementary 
Table S1 ), allowing the detection of full-length or truncated 
RD20 transcripts. The expression level of  Actin-2 (At3g18780) 
served as a quantifying control. After 40 PCR cycles, amplifi ed 
products were resolved by gel electrophoresis. To generate 
complemented KO  rd20 plants, the  P35S::RD20 cDNA construct 
was obtained from the full-length  RD20 cDNA clone. PCR 
amplifi cations with the  35S_GST_RD20B1 and  35S_GST_
RD20B2 primers ( Supplementary Table S1 ) were performed 
and PCR products were used to create the expression cassette 
in the  pMDC32 vector and introduced into Arabidopsis  rd20 
KO plants. Quantifi cation of the  RD20 level in these plants 
was performed by dot-blot using 5 or 1 µg of RNA hybridized 
with  32 P-labeled cDNA probes prepared from  RD20 cDNA 
or 18S rRNA as a loading control. Hybridization signals were 
quantifi ed using a PhosphorImager. 
 Transpiration rate, absolute growth rate 
and water use effi ciency 
 Using the PHENOPSIS phenotyping platform, at least six plants 
per genotype were followed to determine transpirational water 
loss in optimal and water defi cit conditions (0.35 and 0.20 g 
H 2 O g 
 − 1 dry soil, respectively). Plant water loss was monitored 
by successive weighing of the pots every 2–4 h over 3–4 days 
and nights when plants had reached the bolting stage (stage 
5.10 of  Boyes et al. 2001 ). Soil evaporation was prevented by 
sealing the pot surface below the rosettes with four layers of 
plastic fi lm. The whole plant transpiration rate (mg h  − 1 ) was 
estimated as the slope of the linear relationship between 
weight and time during the whole time period of measurement. 
Projected rosette area (cm 2 ) was determined daily by vertical 
photographs. Plants were then harvested and total rosette 
fresh weight and total (dissected) leaf area of the rosette (cm 2 ) 
were measured. Transpirational water loss was then expressed 
per rosette area (mg H 2 O h 
 − 1 cm  − 2 ). WUE (cm 2 mg  − 1 H 2 O) was 
estimated non-destructively as the rate of rosette area expan-
sion (ER, cm 2 d  − 1 ) per unit loss of water during the experiment. 
 Stomatal aperture measurement 
 Leaves from well-watered 3- to 4-week-old plants were har-
vested in darkness at the end of the night period. Stomatal 
aperture measurements were performed on epidermal strips, 
incubated in 30 mM KCl, 10 mM MES-KOH, pH 6.5, at 22 ° C, 
and exposed to light (300 µmol m  − 2 s  − 1 ). Stomatal apertures 
were measured using a Nikon Optiphot-2 microscope ( http://
www.nikon.com/ ) fi tted with a digital camera and a TG 1017 
digitizing table (Houston Instruments;  http://www.tms-plotters
.com ) linked to a personal computer. To study ABA-induced 
inhibition of stomatal opening, epidermal strips were incubated 
for 3 h in the light in the presence or absence of 10 µM ABA. 
The induction of stomatal opening was also performed in the 
presence of fusicoccin, a fungal toxin known to activate the 
plasma membrane H  +  -ATPase promoting stomatal opening 
( Gomorasca et al. 1993 ). Epidermal strips were incubated for 
3 h either in the dark or in the light in the absence or presence 
of 5 µM fusicoccin prior to stomatal aperture measurement. 
For each treatment, at least 60 stomatal apertures were mea-
sured in  < 5 min. Data presented are the mean of at least three 
independent experiments. 
 Statistical analyses 
 All statistical analyses were performed using the non-parametric 
procedure of Kruskal–Wallis for multiple comparisons. All statisti-
cal analyses were performed using R ( http://www.R-project.org ). 
 Supplementary data 
 Supplementary data are available at PCP online. 
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The RD20 gene encodes a member of the caleosin family, which is primar-
ily known to function in the mobilization 
of seed storage lipids during germination. 
In contrast to other caleosins, RD20 
expression is early-induced by water defi-
cit conditions and we recently provided 
genetic evidence for its positive role in 
drought tolerance in Arabidopsis. RD20 
is also responsive to pathogen infec-
tion and is constitutively expressed in 
diverse tissues and organs during devel-
opment suggesting additional roles for 
this caleosin. This addendum describes 
further exploration of phenotypic altera-
tions in T-DNA insertional rd20 mutant 
and knock-out complemented transgenic 
plants in the context of early develop-
ment and susceptibility to a phytopatho-
genic bacteria. We show that the RD20 
gene is involved in ABA-mediated inhibi-
tion of germination and does not play a 
significant role in plant defense against 
Pseudomonas syringae.
RD20, a Positive Regulator  
of Drought Tolerance
For many years, RD20 (Responsive to 
Dehydration, 20) was considered as one 
of the genes the most highly and rapidly 
induced by various abiotic stresses and it 
is often used as a convenient water stress- 
or ABA-responsive marker gene.1,2 The 
protein encoded by RD20 belongs to the 
caleosin family that comprises at least 7 
members in Arabidopsis (AtCLO
1-7
).3 As 
demonstrated for AtCLO1 and AtCLO2, 
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caleosins are oil-body-associated proteins 
that possess a Ca2+-dependent peroxygen-
ase activity.4 RD20, also named AtCLO3, 
is associated to oil-body membranes and 
shares all the biochemical characteris-
tics required to act as a peroxygenase.5 
Until now, the functional role of RD20 
in water-stress responses was not known, 
but using combined whole-plant physiol-
ogy and reverse genetic approaches, we 
demonstrated that RD20 participates in 
drought tolerance mechanisms through 
the regulation of stomatal aperture, plant 
growth and water use efficiency.5
RD20 is Involved in ABA-Mediated 
Inhibition of Germination
The importance of abscisic acid (ABA) 
in various physiological processes such 
as germination, seedling growth or reg-
ulation of evapotranspiration has been 
well documented.6,7 We have previously 
reported that exogenous ABA applica-
tion is responsible for rapid and transient 
RD20 gene induction and that RD20 
gene expression is also finely controlled 
during the germination process with an 
enhanced expression in cotyledons and 
hypocotyl compared to roots.5 Thus, the 
behavior of the available knock-out rd20 
and knock-out complemented transgenic 
lines ORK5 (for Overexpression of RD20 
in KO rd20) was analyzed following exog-
enous ABA treatment through germina-
tion and cotyledon opening and greening 
assays.8 Sterilized seeds were sown on 
half-strength MS medium containing 1% 
2 Plant Signaling & Behavior Volume 6 issue 4
day six. ORK5 complemented lines were 
generated using RD20 cDNA under the 
control of the constitutive 35S promoter. 
Interestingly, these lines displayed a weak 
but a significantly higher germination rate 
than the WT suggesting that overexpres-
sion of RD20 decreases ABA sensitivity 
during germination. Scoring of green and 
fully developed cotyledons after six days 
also revealed that rd20 cotyledon opening 
and greening was significantly reduced in 
response to 0.5 μM ABA (Fig. 1C and 
1D) compared to WT and ORK5 lines. 
This indicates that mutation in RD20 
gene can alter ABA responses during 
genotypes. However, compared to WT 
and ORK5, rd20 mutant seeds exhibited 
an enhanced sensitivity to ABA-induced 
inhibition of germination in response to 1 
and 2 μM ABA three days after transfer 
to the growth chamber (Fig. 1A). Time 
course experiments showed that all the 
genotypes were able to germinate fully 
in two days in the absence of ABA but 
that germination of rd20 knock-out seeds 
was significantly delayed on medium 
containing 2 μM ABA (Fig. 1B). About 
50% of WT and ORK5 seeds had germi-
nated in 4 days but rd20 seeds reached a 
comparable level of germination only at 
agar supplemented or not with (±)-ABA. 
For germination assays, about 30 seeds 
from WT and mutant seeds were sown in 
triplicate in the same Petri dish, incubated 
for four days at 4°C in the dark to break 
any residual dormancy and transferred 
to the growth chamber. Germination 
was scored as the emergence of the radi-
cal, and seeds developing fully expanded 
green cotyledons were counted. All exper-
iments were repeated at least three times 
and the results are presented in Figure 1. 
As expected, increasing ABA concentra-
tions inhibited germination and seedling 
growth in a dose-dependent manner in all 
Figure 1. effects of exogenous aBa on seed germination and seedling growth. (a) aBa-dose response of seed germination of Wt, rd20 and OrK5 
transgenic lines three days after transfer to growth chamber. (B) time-course representation of Wt (grey squares), rd20 (white circles) and OrK5 (dark 
grey triangles) seed germination during the 7 days following transfer to growth chamber on half-strength mS medium supplemented or not with 2 
μm aBa (continuous and dashed lines respectively). (c) Seedling development of Wt, rd20 and OrK5 transgenic lines. the data are means of 3 repeti-
tions (±Sem). each bar or point represents the mean value of at least 350 seeds. (d) representative 10-day-old seedlings of Wt, rd20 and OrK5 plants 
grown on mS medium supplemented with aBa (0.5 μm) are shown.
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knock-out plants compared to WT and 
complemented lines. The impact of RD20 
mutation was only revealed under stress 
conditions5 and ABA treatment indicat-
ing that RD20, like many stress respon-
sive genes, is responsible for conditional 
phenotypes. Compared to other caleo-
sins, RD20 is quite particular because of 
its gene induction by various abiotic fac-
tors.18 Future works aiming to decipher 
the molecular processes controlled by 
RD20 should improve our understanding 
of the role of this particular lipid-body 
peroxygenase in response to environmen-
tal stress. Increasing evidence indicates 
that lipids can act as mediators in many 
physiological processes19 and although 
our knowledge on the role of lipid-body 
associated proteins is still scarce, RD20 
might contribute to lipid signaling/modi-
fications in plant stress responses.
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some of these expression data by analyz-
ing RD20 gene induction in a time-course 
experiment using Real-Time PCR with 
RNA prepared from plants challenged by 
virulent and avirulent P. syringae strains. 
Levels of RD20 mRNAs were enhanced 
6 h after inoculation by both strains and 
this expression level was maintained for at 
least 24 h (not shown). To assess the phys-
iological relevance of RD20 gene induc-
tion during biotic stresses, we evaluated its 
role in plant-pathogen interactions using 
the epiphytic bacterium P. syringae and 
the available knock-out rd20 and comple-
ment ORK5 lines. Although RD20 gene 
expression was induced during P. syrin-
gae infection, no significant differences 
were observed on initiation of symptoms 
and on disease development between the 
genotypes. These results were validated 
by in planta bacterial numeration indicat-
ing that RD20 do not contribute to plant 
defense against P. syringae.
Concluding Remarks
Under standard culture conditions, non-
significant defects were observed on ger-
mination, growth or morphology of rd20 
early developmental stages but also sto-
mata opening in the whole plant.5 The 
recent discovery of multiple ABA per-
ception systems as well as several ABA-
signaling components such as kinases, 
phosphatases, G-proteins and secondary 
messengers show that ABA acts through 
a complex signaling cascade to induce 
changes and fine-tuning of multiple phys-
iological processes during plant devel-
opment and in abiotic and biotic stress 
responses.9-15
RD20 is not Involved in Defense 
against Pseudomonas syringae
Thanks to microarray data,16 it is known 
that RD20 gene induction is not limited 
to abiotic stresses and exogenous ABA 
treatment. Several transcriptome analy-
ses have shown that RD20 is induced 
by the presence of pathogens such as the 
bacterial phytopathogen Pseudomonas 
syringae or the fungus Botritys cinerea,16 
and recent evidences suggests that ABA 
can act as a positive or negative regula-
tor of plant responses to biotic stress by 
interfering with stress signaling pathways 
at multiple levels.14,15,17 We first validated 
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 ANNEXE V – Liste des gènes co-exprimés avec les gènes des caléosine chez d’Arabidopsis 
Annexe V.1: Liste des 50 gènes présentant une corrélation positive avec le gène AtCLO1.  
253930_at AT4G26740 embryo-specific protein 1 (ATS1) identical to embryo-specific protein 1 [Arabidopsis thaliana] GI:3335169 
   
r-value  GeneID   Annotation 
0.980977 AT4G25140 glycine-rich protein / oleosin   
0.977336 AT2G28490 
cupin family protein similar to preproMP27-MP32 [Cucurbita cv. Kurokawa Amakuri] GI:691752, allergen Gly m Bd 28K [Glycine max] GI:12697782, vicilin 
[Matteuccia struthiopteris] GI:1019792; contains Pfam profile PF00190: Cupin 
0.974350 AT5G22470 
poly (ADP-ribose) polymerase family protein similar to poly(ADP)-ribose polymerase [Zea mays] GI:3928871; contains Pfam profiles PF00644: Poly(ADP-ribose) 
polymerase catalytic domain, PF00533: BRCA1 C Terminus (BRCT) domain, PF05406: WGR domain 
0.972770 AT3G27660 glycine-rich protein / oleosin identical to oleosin isoform GB:S71286 from [Arabidopsis thaliana]; identical to cDNA oleosin (isoform Atol2) GI:987013 
0.972241 AT5G45690 expressed protein  
0.972184 AT1G72100 
late embryogenesis abundant domain-containing protein / LEA domain-containing protein low similarity to embryogenic gene [Betula pendula] GI:4539485; contains 
Pfam profile PF02987: Late embryogenesis abundant protein 
0.969879 AT1G05510 expressed protein  
0.968523 AT5G40420 glycine-rich protein / oleosin  
0.967737 AT3G58450 universal stress protein (USP) family protein contains Pfam PF00582: universal stress protein family 
0.967262 AT5G62490 ABA-responsive protein (HVA22b) identical to AtHVA22b [Arabidopsis thaliana] GI:4884934 
0.966461 AT3G21370 
glycosyl hydrolase family 1 protein contains Pfam PF00232 : Glycosyl hydrolase family 1 domain; TIGRFAM TIGR01233: 6-phospho-beta-galactosidase; similar to 
beta-glucosidase (GI:757740) [Brassica napus]; similar to beta-glucosidase GB:AAB64244 from [Arabidopsis thaliana], (Plant Mol. Biol. 34 (1), 57-68 (1997)) 
0.964610 AT4G18650 transcription factor-related contains weak similarity to TGACG-sequence specific DNA-binding protein TGA-2.1 (TGA2.1) (Swiss-Prot:O24160) [Nicotiana tabacum] 
0.961636 AT3G54940 cysteine proteinase, putative contains similarity to cysteine proteinase GI:479060 from [Glycine max] 
0.960809 AT3G53040 
late embryogenesis abundant protein, putative / LEA protein, putative similar to LEA protein in group 3 [Arabidopsis thaliana] GI:1526424; contains Pfam profile 
PF02987: Late embryogenesis abundant protein 
0.958670 AT2G28420 lactoylglutathione lyase family protein / glyoxalase I family protein contains glyoxalase family protein domain, Pfam:PF00903 
 0.951351 AT3G56350 
superoxide dismutase [Mn], putative / manganese superoxide dismutase, putative similar to manganese superoxide dismutase (MSD1) [Arabidopsis thaliana] 
gi|3273751|gb|AAC24832 
0.946972 AT5G50600 short-chain dehydrogenase/reductase (SDR) family protein similar to sterol-binding dehydrogenase steroleosin GI:15824408 from [Sesamum indicum] 
         AT5G50700 short-chain dehydrogenase/reductase (SDR) family protein contains oxidoreductase, short chain dehydrogenase/reductase family domain, Pfam:PF00106 
0.946925 AT1G77950 MADS-box family protein similar to MADS box transcription factor GI:1905943 from [Sorghum bicolor] 
0.945942 AT2G36640 
late embryogenesis abundant protein (ECP63) / LEA protein nearly identical to to LEA protein in group 3 [Arabidopsis thaliana] GI:1526424; contains Pfam profile 
PF02987: Late embryogenesis abundant protein 
0.945472 AT1G68240 hypothetical protein  
0.943602 AT1G70840 
Bet v I allergen family protein similar to Csf-2 [Cucumis sativus][GI:5762258][J Am Soc Hortic Sci 124, 136-139 (1999)] ; contains Pfam profile PF00407: 
Pathogenesis-related protein Bet v I family 
0.941736 AT5G55240 
caleosin-related family protein / embryo-specific protein, putative strong similarity to embryo-specific protein 1 [Arabidopsis thaliana]  GI:3335169; contains Pfam 
profilePF05042: Caleosin related protein 
0.941216 AT1G04560 
AWPM-19-like membrane family protein contains Pfam PF05512: AWPM-19-like family; similar to late embryogenesis abundant protein, (Lea) with hydrophobic 
domain, high pI value (11.6); 15kD protein; putative (GI:310570) {Glycine max} 
0.940705 AT2G23640 reticulon family protein (RTNLB13) weak similarity to Nogo-C protein [Rattus norvegicus] GI:6822251; contains Pfam profile PF02453: Reticulon 
0.938426 AT2G23240 
plant EC metallothionein-like family 15 protein identical to EC protein homolog 2 (SP:Q42377) {Arabidopsis thaliana}; identical to an EST: GB:X92116:ATECPRHOM; 
contains a vertebrate metallothionein signature (PS00203); contains Pfam profile PF02068: Plant PEC family metallothionein 
0.937229 AT1G02700 expressed protein similar to hypothetical protein GB:CAB80707 GI:7268598 from [Arabidopsis thaliana] 
0.935642 AT2G21490 dehydrin family protein contains Pfam domain, PF00257: Dehydrin 
0.933676 AT1G48130 
peroxiredoxin (PER1) / rehydrin, putative identical to peroxiredoxin (Rehydrin homolog) [Arabidopsis thaliana] SWISS-PROT:O04005; contains Pfam profile: 
PF00578 AhpC/TSA (alkyl hydroperoxide reductase and thiol-specific antioxidant) family 
0.933513 AT4G31830 expressed protein   
0.932773 AT3G05260 short-chain dehydrogenase/reductase (SDR) family protein contains INTERPRO family IPR002198 short-chain dehydrogenase/reductase (SDR) superfamily 
0.931755 AT2G42000 
plant EC metallothionein-like family 15 protein 84 C-terminal residues identical to EC protein homolog 1 (SP:P93746) {Arabidopsis thaliana}; contains Pfam PF02068: 
Plant PEC family metallothionein profile; 
0.930180 AT2G33070 
jacalin lectin family protein similar to myrosinase-binding protein homolog [Arabidopsis thaliana] GI:2997767, epithiospecifier [Arabidopsis thaliana] GI:16118845; 
contains Pfam profiles PF01419 jacalin-like lectin family, PF01344 Kelch motif 
0.929138 AT2G40170 
Em-like protein GEA6 (EM6) identical toSP|Q02973 Em-like protein GEA6 {Arabidopsis thaliana}; contains Pfam profile PF00477: Small hydrophilic plant seed 
protein 
0.928268 AT1G16770 hypothetical protein  
0.927294 AT5G64210 alternative oxidase 2, mitochondrial (AOX2) nearly identical to SP|O22049 
 0.925633 AT1G03890 
cupin family protein similar to Arabidopsis thaliana 12S seed storage proteins SP|P15455 [gi|808937] and SP|P15456, Brassica napus cruciferin storage protein, 
gi|762919, and others; contains Pfam profile PF00190 Cupin; Location of ESTs YAY049-3' end, gb|Z26364 and YAY049-5' end, gb|Z26363 
0.923972 AT3G22500 
late embryogenesis abundant protein (ECP31) / LEA protein identical to LEA protein in group 5 (AtECP31) [Arabidopsis thaliana] GI:1526422; contains Pfam profile 
PF04927: Seed maturation protein 
0.923739 AT1G14950 
major latex protein-related / MLP-related low similarity to major latex protein {Papaver somniferum}[GI:294060] ; contains Pfam profile PF00407: Pathogenesis-
related protein Bet v I family 
0.921533 AT5G55750 hydroxyproline-rich glycoprotein family protein contains proline-rich extensin domains, INTERPRO:IPR002965 
0.920118 AT4G27530 expressed protein  
0.917864 AT5G66780 expressed protein  
0.917030 AT2G41280 late embryogenesis abundant protein (M10) / LEA protein M10 identical to GB:AF076979 
0.916770 AT2G35300 
late embryogenesis abundant group 1 domain-containing protein / LEA group 1 domain-containing protein contains Pfam domain, PF03760: Late embryogenesis 
abundant (LEA) group 1 
0.915704 AT4G10020 short-chain dehydrogenase/reductase (SDR) family protein similar to sterol-binding dehydrogenase steroleosin GI:15824408 from [Sesamum indicum] 
0.915678 AT2G21820 expressed protein  
0.913052 AT5G18450 AP2 domain-containing transcription factor, putative DREB2A, Arabidopsis thaliana, EMBL:AB007790 
0.912284 AT1G65090 expressed protein  
0.911782 AT4G01970 galactinol-raffinose galactosyltransferase, putative similar to galactinol-raffinose galactosyltransferase GI:6634701 from [Vigna angularis] 
0.911166 AT5G25130 cytochrome P450 family protein CYTOCHROME P450 71B1 - Thlaspi arvense, EMBL:L24438 
         AT5G25140 cytochrome P450 family protein CYTOCHROME P450 71B1 - Thlaspi arvense, EMBL:L24438 
         AT5G25170 expressed protein  
         AT5G25180 
cytochrome P450 71B14, putative (CYP71B14) Identical to cytochrome P450 71B14 (SP:P58051) [Arabidopsis thaliana]; cytochrome P450 71B1, Thlaspi arvense, 
SWISSPROT:C7B1_THLAR; similar to cytochrome P450 CYP83D1p (GIi:2739002) [Glycine max] 
0.911011 AT1G73190 
tonoplast intrinsic protein, alpha / alpha-TIP (TIP3.1) identical to SP|P26587 Tonoplast intrinsic protein, alpha (Alpha TIP) [Arabidopsis thaliana] (Plant Physiol. 99, 
561-570 (1992)) 
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248096_at AT5G55240 
caleosin-related family protein / embryo-specific protein, putative strong similarity to embryo-specific protein 1 [Arabidopsis thaliana]  
GI:3335169; contains Pfam profilePF05042: Caleosin related protein 
   r-value  GeneID   Annotation 
0.960134 AT2G28490 
cupin family protein similar to preproMP27-MP32 [Cucurbita cv. Kurokawa Amakuri] GI:691752, allergen Gly m Bd 28K [Glycine max] 
GI:12697782, vicilin [Matteuccia struthiopteris] GI:1019792; contains Pfam profile PF00190: Cupin 
0.954707 AT5G40420 glycine-rich protein / oleosin  
0.951658 AT3G54940 cysteine proteinase, putative contains similarity to cysteine proteinase GI:479060 from [Glycine max] 
0.947223 AT5G62490 ABA-responsive protein (HVA22b) identical to AtHVA22b [Arabidopsis thaliana] GI:4884934 
0.941736 AT4G26740 embryo-specific protein 1 (ATS1) identical to embryo-specific protein 1 [Arabidopsis thaliana] GI:3335169 
0.940231 AT1G72100 
late embryogenesis abundant domain-containing protein / LEA domain-containing protein low similarity to embryogenic gene [Betula pendula] 
GI:4539485; contains Pfam profile PF02987: Late embryogenesis abundant protein 
0.940041 AT2G23640 reticulon family protein (RTNLB13) weak similarity to Nogo-C protein [Rattus norvegicus] GI:6822251; contains Pfam profile PF02453: Reticulon 
0.936607 AT5G45690 expressed protein  
0.936592 AT2G35300 
late embryogenesis abundant group 1 domain-containing protein / LEA group 1 domain-containing protein contains Pfam domain, PF03760: Late 
embryogenesis abundant (LEA) group 1 
0.934127 AT1G48130 
peroxiredoxin (PER1) / rehydrin, putative identical to peroxiredoxin (Rehydrin homolog) [Arabidopsis thaliana] SWISS-PROT:O04005; contains 
Pfam profile: PF00578 AhpC/TSA (alkyl hydroperoxide reductase and thiol-specific antioxidant) family 
0.932896 AT1G05510 expressed protein  
0.932337 AT3G27660 
glycine-rich protein / oleosin identical to oleosin isoform GB:S71286 from [Arabidopsis thaliana]; identical to cDNA oleosin (isoform Atol2) 
GI:987013 
0.930427 AT4G25140 glycine-rich protein / oleosin   
0.926450 AT2G21490 dehydrin family protein contains Pfam domain, PF00257: Dehydrin 
0.924789 AT1G02700 expressed protein similar to hypothetical protein GB:CAB80707 GI:7268598 from [Arabidopsis thaliana] 
0.924502 AT2G36640 
late embryogenesis abundant protein (ECP63) / LEA protein nearly identical to to LEA protein in group 3 [Arabidopsis thaliana] GI:1526424; 
contains Pfam profile PF02987: Late embryogenesis abundant protein 
0.922763 AT1G73190 
tonoplast intrinsic protein, alpha / alpha-TIP (TIP3.1) identical to SP|P26587 Tonoplast intrinsic protein, alpha (Alpha TIP) [Arabidopsis thaliana] 
(Plant Physiol. 99, 561-570 (1992)) 
0.919993 AT5G50600 
short-chain dehydrogenase/reductase (SDR) family protein similar to sterol-binding dehydrogenase steroleosin GI:15824408 from [Sesamum 
indicum] 
         AT5G50700 
short-chain dehydrogenase/reductase (SDR) family protein contains oxidoreductase, short chain dehydrogenase/reductase family domain, 
Pfam:PF00106 
0.919755 AT3G56350 
superoxide dismutase [Mn], putative / manganese superoxide dismutase, putative similar to manganese superoxide dismutase (MSD1) 
[Arabidopsis thaliana] gi|3273751|gb|AAC24832 
 0.918912 AT1G04560 
AWPM-19-like membrane family protein contains Pfam PF05512: AWPM-19-like family; similar to late embryogenesis abundant protein, (Lea) with 
hydrophobic domain, high pI value (11.6); 15kD protein; putative (GI:310570) {Glycine max} 
0.917744 AT1G77950 MADS-box family protein similar to MADS box transcription factor GI:1905943 from [Sorghum bicolor] 
0.917676 AT2G42000 
plant EC metallothionein-like family 15 protein 84 C-terminal residues identical to EC protein homolog 1 (SP:P93746) {Arabidopsis thaliana}; 
contains Pfam PF02068: Plant PEC family metallothionein profile; 
0.916273 AT3G58450 universal stress protein (USP) family protein contains Pfam PF00582: universal stress protein family 
0.915803 AT1G22600 hypothetical protein  
0.915362 AT3G21370 
glycosyl hydrolase family 1 protein contains Pfam PF00232 : Glycosyl hydrolase family 1 domain; TIGRFAM TIGR01233: 6-phospho-beta-
galactosidase; similar to beta-glucosidase (GI:757740) [Brassica napus]; similar to beta-glucosidase GB:AAB64244 from [Arabidopsis thaliana], 
(Plant Mol. Biol. 34 (1), 57-68 (1997)) 
0.914918 AT2G28420 lactoylglutathione lyase family protein / glyoxalase I family protein contains glyoxalase family protein domain, Pfam:PF00903 
0.914803 AT1G65090 expressed protein  
0.914481 AT5G22470 
poly (ADP-ribose) polymerase family protein similar to poly(ADP)-ribose polymerase [Zea mays] GI:3928871; contains Pfam profiles PF00644: 
Poly(ADP-ribose) polymerase catalytic domain, PF00533: BRCA1 C Terminus (BRCT) domain, PF05406: WGR domain 
0.914459 AT4G31830 expressed protein   
0.913740 AT5G66780 expressed protein  
0.913553 AT2G23240 
plant EC metallothionein-like family 15 protein identical to EC protein homolog 2 (SP:Q42377) {Arabidopsis thaliana}; identical to an EST: 
GB:X92116:ATECPRHOM; contains a vertebrate metallothionein signature (PS00203); contains Pfam profile PF02068: Plant PEC family 
metallothionein 
0.913358 AT1G14950 
major latex protein-related / MLP-related low similarity to major latex protein {Papaver somniferum}[GI:294060] ; contains Pfam profile PF00407: 
Pathogenesis-related protein Bet v I family 
0.913235 AT4G18650 
transcription factor-related contains weak similarity to TGACG-sequence specific DNA-binding protein TGA-2.1 (TGA2.1) (Swiss-Prot:O24160) 
[Nicotiana tabacum] 
0.911867 AT1G70840 
Bet v I allergen family protein similar to Csf-2 [Cucumis sativus][GI:5762258][J Am Soc Hortic Sci 124, 136-139 (1999)] ; contains Pfam profile 
PF00407: Pathogenesis-related protein Bet v I family 
0.907732 AT2G15010 thionin, putative similar to thionin [Arabidopsis thaliana] gi|1181533|gb|AAC41679 
0.907638 AT5G54740 
protease inhibitor/seed storage/lipid transfer protein (LTP) family protein similar to 2S seed storage proteins from Arabidosis thaliana: SP|P15457, 
SP|P15459, SP|P15458, SP|P15460 contains Pfam profile PF00234 Protease inhibitor/seed storage/LTP family 
0.907460 AT1G03880 
12S seed storage protein (CRB) identical to 12S seed storage protein, gi|808937 [SP|P15456] [Plant Mol Biol 11:805-820 (1988)]; contains Pfam 
profile PF00190 Cupin and Prosite 11-S plant seed storage proteins signature PS00305 
0.906080 AT3G05260 
short-chain dehydrogenase/reductase (SDR) family protein contains INTERPRO family IPR002198 short-chain dehydrogenase/reductase (SDR) 
superfamily 
0.904730 AT4G10020 
short-chain dehydrogenase/reductase (SDR) family protein similar to sterol-binding dehydrogenase steroleosin GI:15824408 from [Sesamum 
indicum] 
0.904519 AT1G68240 hypothetical protein  
0.903594 AT5G07200 gibberellin 20-oxidase identical to GI:1109699 
0.903080 AT2G33070 
jacalin lectin family protein similar to myrosinase-binding protein homolog [Arabidopsis thaliana] GI:2997767, epithiospecifier [Arabidopsis thaliana] 
GI:16118845; contains Pfam profiles PF01419 jacalin-like lectin family, PF01344 Kelch motif 
0.901732 AT3G01570 glycine-rich protein / oleosin similar to oleosin GB:AAB58402 [Sesamum indicum] 
 0.900370 AT3G50980 dehydrin, putative similar to dehydrin Xero 1 [Arabidopsis thaliana] SWISS-PROT:P25863 
0.900059 AT5G07330 expressed protein   
0.897690 AT2G21820 expressed protein  
0.896920 AT3G53040 
late embryogenesis abundant protein, putative / LEA protein, putative similar to LEA protein in group 3 [Arabidopsis thaliana] GI:1526424; contains 
Pfam profile PF02987: Late embryogenesis abundant protein 
0.893577 AT1G03890 
cupin family protein similar to Arabidopsis thaliana 12S seed storage proteins SP|P15455 [gi|808937] and SP|P15456, Brassica napus cruciferin 
storage protein, gi|762919, and others; contains Pfam profile PF00190 Cupin; Location of ESTs YAY049-3' end, gb|Z26364 and YAY049-5' end, 
gb|Z26363 
0.891574 AT4G02690 
hypothetical protein low similarity to N-methyl-D-aspartate receptor-associated protein [Drosophila melanogaster] GI:567104, NMDA receptor 
glutamate-binding subunit [Rattus sp.] GI:8248741; contains Pfam profile PF01027: Uncharacterized protein family UPF0005 
0.891259 AT1G29680 expressed protein  
 
  
 Annexe V.2: Liste des 50 gènes présentant une corrélation positive avec le gène AtCLO3. 
255795_at AT2G33380 
RD20 / calcium-binding RD20 protein (RD20) induced by abscisic acid during dehydration PMID:10965948; putative transmembrane 
channel protein PMID:10965948; identical to GI:10862968 [Arabidopsis thaliana]; contains EF-hand domain 
  
 
r-value  GeneID   Annotation 
0.745331 AT3G07700 ABC1 family protein contains Pfam domain, PF03109: ABC1 family 
0.732365 AT3G11410 
protein phosphatase 2C, putative / PP2C, putative identical to protein phosphatase 2C (PP2C) GB:P49598 [Arabidopsis thaliana]; contains Pfam 
profile PF00481: Protein phosphatase 2C; identical to cDNA protein phosphatase 2C GI:633027 
0.714617 AT1G58360 amino acid permease I (AAP1) identical to amino acid permease I GI:22641 from [Arabidopsis thaliana] 
0.691921 AT1G17550 protein phosphatase 2C-related / PP2C-related similar to protein phosphatase 2C GI:3242077 from (Arabidopsis thaliana) 
0.674740 AT3G28007 
nodulin MtN3 family protein contains Pfam PF03083 MtN3/saliva family; similar to LIM7 GI:431154 (induced in meiotic prophase in lily 
microsporocytes) from [Lilium longiflorum] 
0.670072 AT5G57050 
protein phosphatase 2C ABI2 / PP2C ABI2 / abscisic acid-insensitive 2 (ABI2) identical to SP|O04719 Protein phosphatase 2C ABI2 (EC 3.1.3.16) 
(PP2C) (Abscisic acid- insensitive 2) {Arabidopsis thaliana} 
0.663686 AT3G23920 
beta-amylase, putative / 1,4-alpha-D-glucan maltohydrolase, putative similar to beta-amylase enzyme [Arabidopsis thaliana] GI:6065749, beta-
amylase PCT-BMYI from [Solanum tuberosum]; contains Pfam profile PF01373: Glycosyl hydrolase family 14 
0.652555 AT3G53960 proton-dependent oligopeptide transport (POT) family protein contains Pfam profile: PF00854 POT family 
0.637326 AT3G44880 
Rieske [2Fe-2S] domain-containing protein similar to lethal leaf-spot 1 from Zea mays [gi:1935909]; contains Pfam PF00355 Rieske [2Fe-2S] 
domain 
0.635097 AT4G26080 
protein phosphatase 2C ABI1 / PP2C ABI1 / abscisic acid-insensitive 1 (ABI1) nearly identical to SP|P49597 Protein phosphatase 2C ABI1 (EC 
3.1.3.16) (PP2C) (Abscisic acid- insensitive 1) {Arabidopsis thaliana} 
0.633397 AT2G35940 homeodomain-containing protein contains 'Homeobox' domain signature, Prosite:PS00027 
0.625951 AT1G69610 expressed protein  
0.622008 AT3G51895 sulfate transporter (ST1) identical to sulfate transporter [Arabidopsis thaliana] GI:2285885 
0.619033 AT1G69870 proton-dependent oligopeptide transport (POT) family protein contains Pfam profile: PF00854 POT family 
0.618948 AT1G72770 
protein phosphatase 2C P2C-HA / PP2C P2C-HA (P2C-HA) identical to protein phosphatase 2C (AtP2C-HA) GB:AJ003119 [Arabidopsis thaliana] 
(Plant Mol. Biol. 38 (5), 879-883 (1998)) 
0.611362 AT1G55110 zinc finger (C2H2 type) family protein contains Pfam domain, PF00096: Zinc finger, C2H2 type 
0.611194 AT1G76130 
alpha-amylase, putative / 1,4-alpha-D-glucan glucanohydrolase, putative strong similarity to alpha-amylase GI:7532799 from [Malus x 
domestica];contains Pfam profile PF00128: Alpha amylase, catalytic domain 
0.607069 AT3G05640 protein phosphatase 2C, putative / PP2C, putative similar to protein phosphatase-2C GB:AAC36699 from [Mesembryanthemum crystallinum] 
0.603368 AT1G21410 F-box family protein  similar to SKP1 interacting partner 2 (SKIP2) TIGR_Ath1:At5g67250 
0.601374 AT5G13800 
hydrolase, alpha/beta fold family protein low similarity to hydrolase [Terrabacter sp. DBF63] GI:14196240; contains Pfam profile PF00561: 
hydrolase, alpha/beta fold family 
0.598122 AT3G03470 cytochrome P450, putative similar to cytochrome P450 89A2 GB:Q42602 [Arabidopsis thaliana] 
0.596887 AT5G02620 ankyrin repeat family protein contains ankyrin repeat domains, Pfam:PF00023 
0.595452 AT1G07430 protein phosphatase 2C, putative / PP2C, putative similar to GB:CAB90633 from [Fagus sylvatica] 
 0.595359 AT3G10420 
sporulation protein-related similar to hypothetical proteins: GB:P51281 [Chloroplast Porphyra purpurea], GB:BAA16982 [Synechocystis sp], 
GB:P49540 [Odontella sinensis], GB:AAB82669 [Chloroplast Cyanidium caldarium]; similar to stage III sporulation protein AA (GI:18145497) 
[Clostridium perfringens str. 13]; similar to stage III sporulation protein AA (mutants block sporulation after engulfment) (GI:22777578) 
[Oceanobacillus iheyensis] 
0.594971 AT4G24000 
cellulose synthase family protein similar to cellulose synthase from Gossypium hirsutum [gi:1706956], cellulose synthase-5 from Zea mays 
[gi:9622882] 
0.593968 AT5G43260 chaperone protein dnaJ-related similar to Chaperone protein dnaJ (SP:Q9WZV3) [Thermotoga maritima] 
0.588358 AT4G17840 expressed protein  
0.588330 AT2G34810 
FAD-binding domain-containing protein similar to SP|P30986 reticuline oxidase precursor (Berberine-bridge-forming enzyme) (BBE) 
(Tetrahydroprotoberberine synthase) [Eschscholzia californica]; contains PF01565 FAD binding domain 
0.587236 AT3G11660 
harpin-induced family protein / HIN1 family protein / harpin-responsive family protein similar to harpin-induced protein hin1 (GI:1619321) 
[Nicotiana tabacum] 
0.586422 AT1G75410 BEL1-like homeodomain 3 protein (BLH3) identical to BEL1-like homeodomain 3 (GI:13877515) [Arabidopsis thaliana] 
0.586319 AT2G30140 UDP-glucoronosyl/UDP-glucosyl transferase family protein contains Pfam profile: PF00201 UDP-glucoronosyl and UDP-glucosyl transferase 
0.581030 AT1G70700 expressed protein  
0.581023 AT4G04020 
plastid-lipid associated protein PAP, putative / fibrillin, putative strong similarity to plastid-lipid associated proteins PAP1 GI:14248554, PAP2 
GI:14248556 from [Brassica rapa], fibrillin [Brassica napus] GI:4139097; contains Pfam profile PF04755: PAP_fibrillin 
0.576827 AT4G32250 protein kinase family protein contains protein kinase domain, Pfam:PF00069 
0.576744 AT1G04780 ankyrin repeat family protein contains Pfam PF00023: Ankyrin repeat 
0.572451 AT5G39090 
transferase family protein similar to anthocyanin 5-aromatic acyltransferase from Gentiana triflora GI:4185599, malonyl CoA:anthocyanin 5-O-
glucoside-6'''-O-malonyltransferase from Perilla frutescens GI:17980232, Salvia splendens GI:17980234; contains Pfam profile PF02458 
transferase family 
0.571835 AT4G22260 
alternative oxidase, putative / immutans protein (IM) identical to IMMUTANS from Arabidopsis thaliana [gi:4138855]; contains Pfam profile 
PF01786 alternative oxidase 
0.571765 AT2G29350 tropinone reductase, putative / tropine dehydrogenase, putative similar to tropinone reductase SP:P50165 from [Datura stramonium] 
0.566319 AT5G59220 protein phosphatase 2C, putative / PP2C, putative ABA induced protein phosphatase 2C, Fagus sylvatica, EMBL:FSY277743 
0.566315 AT1G02390 phospholipid/glycerol acyltransferase family protein contains Pfam profile PF01553: Acyltransferase 
0.566288 AT4G12300 cytochrome P450 family protein flavonoid 3',5'-hydroxylase - Campanula medium, PID:d1003951 
0.566007 AT3G15790 methyl-CpG-binding domain-containing protein contains Pfam profile PF01429: Methyl-CpG binding domain 
0.565924 AT2G45570 
cytochrome P450 76C2, putative (CYP76C2) (YLS6) identical to SP|O64637 Cytochrome P450 76C2 (EC 1.14.-.-) {Arabidopsis thaliana}, cDNA 
YLS6 mRNA for cytochrome P450 (CYP76C2), partial cds GI:13122289 
0.565923 AT4G37310 cytochrome P450, putative  
0.564246 AT4G21440 myb family transcription factor (MYB102) contains Pfam profile: PF00249 myb-like DNA-binding domain 
0.564137 AT1G01140 
CBL-interacting protein kinase 9 (CIPK9) identical to CBL-interacting protein kinase 9 [Arabidopsis thaliana] gi|13249117|gb|AAK16684; contains 
Pfam profiles PF00069: Protein kinase domain and PF03822: NAF domain; identical to cDNA CBL-interacting protein kinase 9 (CIPK9) 
GI:13249116 
0.563391 AT3G45140 lipoxygenase (LOX2) identical to SP|P38418 
0.563009 AT5G36220 cytochrome P450 81D1 (CYP81D1) (CYP91A1) Identical to Cytochrome P450 (SP:Q9FG65) [Arabidopsis thaliana]; 
0.562693 AT2G29450 glutathione S-transferase (103-1A) identical to Swiss-Prot:P46421 glutathione S-transferase 103-1A [Arabidopsis thaliana] 
 0.561781 AT1G24575 expressed protein  
 
  
 Annexe V.4 : Liste des 50 gènes présentant une corrélation positive avec le gène AtCLO4.  
260208_s_at AT1G70670 
caleosin-related family protein similar to Ca+2-binding EF hand protein GB:AAB71227 [Glycine max]; contains Pfam profilePF05042: 
Caleosin related protein 
   r-value  GeneID   Annotation 
0.901415 AT5G04200 
latex-abundant protein, putative (AMC9) / caspase family protein similar to latex-abundant protein [Hevea brasiliensis] gb:AAD13216; contains 
Pfam profile PF00656: ICE-like protease (caspase) p20 domain 
0.901176 AT4G26050 leucine-rich repeat family protein contains Pfam PF00560: Leucine Rich Repeat domains; 
0.898424 AT3G03240 esterase/lipase/thioesterase family protein contains Interpro entry IPR000379 
0.897109 AT4G28530 
no apical meristem (NAM) family protein contains Pfam PF02365: No apical meristem (NAM) domain; No apical meristem gene (NAM), required 
for pattern formation in embryos and flowers-Petunia hybrida, PATCHX:E205713 
0.891667 AT5G07210 
two-component responsive regulator family protein / response regulator family protein contains Pfam profile: PF00072 response regulator receiver 
domain 
0.879663 AT1G09380 integral membrane family protein / nodulin MtN21-related similar to MtN21 GI:2598575 (root nodule development) from [Medicago truncatula] 
0.871084 AT4G18350 
9-cis-epoxycarotenoid dioxygenase, putative / neoxanthin cleavage enzyme, putative / carotenoid cleavage dioxygenase, putative neoxanthin 
cleavage enzyme, Lycopersicon esculentum, PATCHX:E325797; and viviparous-14, Zea mays, PATCHX:G2232017; similar to 9-cis-
epoxycarotenoid dioxygenase [Phaseolus vulgaris][GI:6715257] 
0.864934 AT5G50260 cysteine proteinase, putative similar to cysteine endopeptidase precursor CysEP GI:2944446 from [Ricinus communis] 
0.864687 AT5G65500 protein kinase family protein contains Pfam profile: PF00069 Eukaryotic protein kinase domain 
0.864635 AT3G47950 
ATPase, plasma membrane-type, putative / proton pump, putative strong similarity to P-type H(+)-transporting ATPase from Nicotiana 
plumbaginifolia [SP|Q08435, SP|Q08436], Lycopersicon esculentum [GI:5901757, SP|P22180], Solanum tuberosum [GI:435003]; contains 
InterPro accession IPR001757: ATPase, E1-E2 type 
0.862203 AT2G21610 pectinesterase family protein contains Pfam profile: PF01095 pectinesterase 
0.859947 AT2G42980 aspartyl protease family protein contains pfam profile: PF00026 eukaryotic aspartyl protease 
0.855587 AT1G67070 
phosphomannose isomerase, putative (DIN9) contains Pfam profile: PF01238 phosphomannose isomerase type I ;similar to phosphomannose 
isomerase GI:10834550 from [Arabidopsis thaliana]; identical to cDNA phosphomannose isomerase (din9) partial cds GI:10834549 
0.855426 AT1G32880 
importin alpha-1 subunit, putative similar to importin alpha-1 subunit (Karyopherin alpha-1 subunit, KAP alpha) [Arabidopsis thaliana] SWISS-
PROT:Q96321 
0.852767 AT4G01140 expressed protein   
0.845949     
0.843847 AT1G20180 hypothetical protein similar to At14a (GI:11994571 and GI:11994573) [Arabidopsis thaliana] 
0.841412 AT5G53670 hypothetical protein similar to unknown protein (pir |T17429) 
0.840322 AT2G40370 laccase, putative / diphenol oxidase, putative similar to laccase [Populus balsamifera subsp. trichocarpa][GI:3805960] 
0.837249 AT3G52820 purple acid phosphatase (PAP22) identical to purple acid phosphatase (PAP22)GI:20257494 from [Arabidopsis thaliana] 
0.835448 AT1G15380 lactoylglutathione lyase family protein / glyoxalase I family protein contains glyoxalase family protein domain, Pfam:PF00903 
0.829957 AT5G27920 F-box family protein contains similarity to leucine-rich repeats containing F-box protein FBL3 GI:5919219 from [Homo sapiens] 
 0.828611 AT3G46500 
oxidoreductase, 2OG-Fe(II) oxygenase family protein similar to gibberellin 20-oxidase from A. thaliana [gi:1109699], N. tabacum [GI:3402332]; 
contains Pfam profile: PF03171 oxidoreductase, 2OG-Fe(II) oxygenase family 
0.827903 AT2G28120 nodulin family protein similar to nodulin-like protein [Arabidopsis thaliana] GI:3329368, nodule-specific protein Nlj70 [Lotus japonicus] GI:3329366 
0.823690 AT5G18840 
sugar transporter, putative similar to ERD6 protein {Arabidopsis thaliana} GI:3123712, sugar-porter family protein 1 [Arabidopsis thaliana] 
GI:14585699; contains Pfam profile PF00083: major facilitator superfamily protein 
0.821290 AT3G26100 
regulator of chromosome condensation (RCC1) family protein weak similarity to UVB-resistance protein UVR8 [Arabidopsis thaliana] GI:5478530; 
contains Pfam profile PF00415: Regulator of chromosome condensation (RCC1) 
0.815805 AT1G77000 
F-box family protein similar to GP|21554029| F-box protein AtFBL5 from [Arabidopsis thaliana]; similar to F-box protein FBL2 GI:6063090 from 
[Homo sapiens] 
0.813752 AT1G08315 armadillo/beta-catenin repeat family protein contains Pfam profile: PF00514 armadillo/beta-catenin-like repeat 
0.812990 AT5G56180 
actin-related protein, putative (ARP8) strong similarity to actin-related protein 8A (ARP8) [Arabidopsis thaliana] GI:21427473; contains Pfam 
profile PF00022: Actin; supporting cDNA gi|21427470|gb|AF507916.1| 
0.807767 AT1G04580 
aldehyde oxidase, putative similar to aldehyde oxidases from Arabidopsis thaliana: GI:3172023, GI:3172025, GI:3172044; identical to cDNA 
putative aldehyde oxidase (AO2) mRNA, partial cds GI:2792305 
0.804799 AT2G28700 MADS-box protein-related contains INTERPRO: IPR002100 MADS-box domain 
0.801778 AT1G11190 bifunctional nuclease (BFN1) identical to bifunctional nuclease bfn1 [Arabidopsis thaliana] gi|4099831|gb|AAD00693 
0.794509 AT2G37140 terpene synthase/cyclase-related contains Pfam profile PF03936: Terpene synthase family, metal binding domain 
0.789852 AT2G28110 
exostosin family protein contains 1 transmembrane domain; similar to pectin-glucuronyltransferase (GI:23821292) [Nicotiana plumbaginifolia]; 
similar to NpGUT1 homolog (GI:23821294) [Arabidopsis thaliana]; contains Pfam profile PF03016: Exostosin family 
0.789071 AT5G03550 hypothetical protein   
0.783232 AT3G48580 
xyloglucan:xyloglucosyl transferase, putative / xyloglucan endotransglycosylase, putative / endo-xyloglucan transferase, putative similar to 
endoxyloglucan transferase EXGT-A4 GI:5139002 from [Arabidopsis thaliana] 
0.779807 AT2G01460 phosphoribulokinase/uridine kinase family protein contains Pfam profile PF00485: Phosphoribulokinase / Uridine kinase family 
0.778674 AT1G55510 
2-oxoisovalerate dehydrogenase, putative / 3-methyl-2-oxobutanoate dehydrogenase, putative / branched-chain alpha-keto acid dehydrogenase 
E1 beta subunit, putative strong similarity to branched chain alpha-keto acid dehydrogenase E1 beta subunit [Arabidopsis thaliana] GI:7021286; 
contains Pfam profiles PF02779: Transketolase, pyridine binding domain, PF02780: Transketolase, C-terminal domain 
0.777136 AT4G15215 
ABC transporter family protein similar to PDR5-like ABC transporter [Spirodela polyrhiza] GI:1514643; contains Pfam profile PF00005: ABC 
transporter 
         AT4G15230 
ABC transporter family protein similar to pleiotropic drug resistance like protein [Nicotiana tabacum] GI:20522008, PDR5-like ABC transporter 
[Spirodela polyrhiza] GI:1514643; contains Pfam profile PF00005: ABC transporter 
0.774726 AT2G46950 
cytochrome P450 family protein similar to cytochrome P450 72A1 (SP:Q05047) [Catharanthus roseus]; contains Pfam profile: PF00067: 
Cytochrome P450 
0.772460 AT5G23340 expressed protein  
0.772056 AT2G43400 
electron transfer flavoprotein-ubiquinone oxidoreductase family protein contains Pfam profile: PF05187 Electron transfer flavoprotein-ubiquinone   
oxidoreductase 
0.771397 AT5G11470 bromo-adjacent homology (BAH) domain-containing protein contains Pfam profile PF01426: BAH domain 
0.769961 AT5G08480 VQ motif-containing protein contains PF05678: VQ motif 
 0.764859 AT4G29100 ethylene-responsive family protein contains similarity to ethylene-inducible ER33 protein [Lycopersicon esculentum] gi|5669656|gb|AAD46413 
0.763880 AT5G18610 protein kinase family protein contains eukaryotic protein kinase domain, PROSITE:PS00107 
0.759452 AT1G08320 bZIP family transcription factor contains Pfam profile: PF00170 bZIP transcription factor 
0.758335 AT1G48840 expressed protein contains Pfam profile: PF04842 plant protein of unknown function (DUF639) 
0.757894 AT1G49740 expressed protein similar to MAP3K-like protein kinase GB:CAB16796 GI:4006878 from [Arabidopsis thaliana] 
0.756200 AT2G40420 
amino acid transporter family protein similar to neuronal glutamine transporter [Rattus norvegicus] GI:6978016; contains Pfam profile PF01490: 
Transmembrane amino acid transporter protein 
 
  
 Annexe V.5 : Liste des 50 gènes présentant une corrélation positive avec le gène AtCLO7.  
262987_at AT1G23240 
caleosin-related family protein similar to caleosin GB:AAF13743 GI:6478218 from [Sesamum indicum]; similar to Ca+2-binding EF hand 
protein GB:AAB71227 [Glycine max]; contains Pfam profilePF05042: Caleosin related protein 
   
r-value  GeneID   Annotation 
0.966262 AT5G07530 glycine-rich protein (GRP17) olesin; glycine-rich protein 17 (GRP17) PMID:11431566; function: pollen recognition (PMID:10655594) 
0.961051 AT1G30350 pectate lyase family protein similar to pectate lyase GP:14289169 from [Salix gilgiana];contains Pfam profile: PF00544: Pectate lyase 
0.960517 AT1G28430 cytochrome P450, putative similar to cytochrome P450 (CYP93A1) GI:1435059 from [Glycine max] 
0.954403 AT1G23590 expressed protein contains Pfam profile PF02713: Domain of unknown function DUF220 
0.947690 AT1G75930 family II extracellular lipase 6 (EXL6) EXL6 (PMID:11431566); similar to anter-specific proline-rich protein (APG) SP:P40602 [Arabidopsis thaliana] 
0.935911 AT2G23800 
geranylgeranyl pyrophosphate synthase (GGPS2) (GGPS5) / GGPP synthetase / farnesyltranstransferase identical to GB:U44876; sequence 
disagrees at N-Terminus, sequence submitted has been confirmed from three electropherograms. 
0.927440 AT3G10890 
(1-4)-beta-mannan endohydrolase, putative similar to (1-4)-beta-mannan endohydrolase [Coffea arabica] GI:10178872, (1-4)-beta-mannan 
endohydrolase GB:AAB87859 [Lycopersicon esculentum]; contains Pfam profile PF00150: Cellulase (glycosyl hydrolase family 5) 
0.917949 AT5G07540 glycine-rich protein (GRP16) oleosin; glycine-rich protein 16 (GRP16) PMID:11431566 
0.905117 AT5G07510 glycine-rich protein (GRP14) oleosin; glycine-rich protein 14 (GRP14) PMID:11431566; PIR:JQ1063 
0.904265 AT1G28375 expressed protein  
0.900922 AT1G75940 
glycosyl hydrolase family 1 protein / anther-specific protein ATA27 contains Pfam PF00232 : Glycosyl hydrolase family 1 domain; TIGRFAM 
TIGR01233: 6-phospho-beta-galactosidase; identical to anther-specific protein ATA27 (GI:2746341)  [Arabidopsis thaliana] 
0.894095 AT1G23570 expressed protein contains Pfam profile PF02713: Domain of unknown function DUF220 
0.893430 AT1G75920 
family II extracellular lipase 5 (EXL5) EXL5 (PMID:11431566); similar to anter-specific proline-rich protein (APG) SP:P40602 [Arabidopsis thaliana 
(Mouse-ear cress)] 
0.889785 AT1G23600 expressed protein contains Pfam profile PF02713: Domain of unknown function DUF220; expression supported by MPSS 
0.889276 AT1G06990 
GDSL-motif lipase/hydrolase family protein similar to family II lipases EXL3 GI:15054386, EXL1 GI:15054382, EXL2 GI:15054384 from 
[Arabidopsis thaliana]; contains Pfam profile PF00657: GDSL-like Lipase/Acylhydrolase 
0.888618 AT5G07560 glycine-rich protein (GRP20) oleosin; glycine-rich protein 20 (GRP20); similar to - Brassica napus, PIR:S50195 
0.881711 AT4G37900 glycine-rich protein   
0.880559 AT2G03740 
late embryogenesis abundant domain-containing protein / LEA domain-containing protein similar to cold-regulated gene cor15b [Arabidopsis 
thaliana] GI:456016; contains Pfam profile PF02987: Late embryogenesis abundant protein 
0.879938 AT1G68875 expressed protein  
0.879746 AT3G26125 cytochrome P450, putative  
0.879404 AT5G07520 glycine-rich protein (GRP18) Oleosin; glycine-rich protein 18 (GRP18) PMID:11431566; 
0.878737 AT5G61605 expressed protein  
0.877720 AT1G06250 lipase class 3 family protein similar to lipase GB:AAD01804 GI:4103627 from [Dianthus caryophyllus]; contains Pfam profile PF01764: Lipase 
0.874408 AT5G59845 
gibberellin-regulated family protein similar to SP|P27057 GAST1 protein precursor {Lycopersicon esculentum}; contains Pfam profile PF02704: 
Gibberellin regulated protein 
 0.872193 AT1G23520 expressed protein contains Pfam profile PF02713: Domain of unknown function DUF220; expression supported by MPSS 
0.871360 AT1G67990 
caffeoyl-CoA 3-O-methyltransferase, putative similar to GI:2960356 [Populus balsamifera subsp. trichocarpa], GI:684942 [Medicago sativa subsp. 
sativa] 
0.869734 AT3G25050 
xyloglucan:xyloglucosyl transferase, putative / xyloglucan endotransglycosylase, putative / endo-xyloglucan transferase, putative similar to 
endoxyloglucan transferase EXGT-A4 GI:5533315 from [Arabidopsis thaliana] 
0.866707 AT4G04460 
aspartyl protease family protein contains Pfam profiles: PF00026 eukaryotic aspartyl protease, PF03489 surfactant protein B, PF05184 saposin-
like type B, region 1 
0.866339 AT1G20120 
family II extracellular lipase, putative similar to family II lipase EXL3 GI:15054386, SP|P40602 Anther-specific proline-rich protein APG precursor 
{Arabidopsis thaliana}; contains Pfam profile PF00657: GDSL-like Lipase/Acylhydrolase 
0.865462 AT1G06260 cysteine proteinase, putative contains similarity to thiol-protease, pre-pro-TPE4A protein GI:3688528 [Pisum sativum] 
0.860654 AT3G52160 beta-ketoacyl-CoA synthase family protein beta-ketoacyl-CoA synthase - Simmondsia chinensis,PID:g1045614 
0.858096 AT4G10850 nodulin MtN3 family protein similar to MtN3 GI:1619602 (root nodule development) from [Medicago truncatula] 
0.857787 AT1G30010 
intron maturase, type II family protein similar to SP|Q57005 Group II intron-encoded protein ltrA  {Lactococcus lactis subsp}; contains Pfam 
profiles PF01348: Type II intron maturase, PF00078: Reverse transcriptase (RNA-dependent DNA polymerase 
         AT1G30020 expressed protein contains Pfam profile PF04398: Protein of unknown function, DUF538 
0.855373 AT1G71160 
beta-ketoacyl-CoA synthase family protein similar to fatty acid elongase 3-ketoacyl-CoA synthase 1 GB:AAC99312, very-long-chain fatty acid 
condensing enzyme CUT1 [GI:5001734] 
0.854906 AT5G13380 
auxin-responsive GH3 family protein similar to auxin-responsive GH3 product [Glycine max] GI:18591; contains Pfam profile PF03321: GH3 
auxin-responsive promoter 
0.852164 AT1G61110 
no apical meristem (NAM) family protein contains Pfam PF02365: No apical meristem (NAM) domain; similar to NAM protein GI:1279639 from 
[Petunia hybrida] 
0.851076 AT1G13140 
cytochrome P450 family protein similar to Cytochrome P450 86A2 (SP:O23066) [Arabidopsis thaliana]; contains Pfam PF|00067 Cytochrome 
P450 family 
0.848330 AT1G75910 
family II extracellular lipase 4 (EXL4) EXL4 (PMID:11431566); similar to anter-specific proline-rich protein (APG) SP:P40602 [Arabidopsis thaliana 
(Mouse-ear cress)] 
0.848207 AT3G55100 ABC transporter family protein ATP-binding cassette-sub-family G-member 2, Mus musculus, EMBL:AF140218 
0.839659 AT1G13150 
cytochrome P450, putative strong similarity to gi|3313615 F21J9.9 from Arabidopsis thaliana and is a member of the PF|00067 Cytochrome P450 
family 
0.834382 AT4G28395 
lipid transfer protein, putative identical to anther-specific gene ATA7 [gi:2746339]; contains Pfam protease inhibitor/seed storage/LTP family 
domain 
0.829366 AT1G74540 cytochrome P450, putative similar to cytochrome P450 GB:O48922 [Glycine max]; contains Pfam profile: PF00067 cytochrome P450 
0.825244 AT1G26710 expressed protein  
0.824491 AT5G07550 glycine-rich protein (GRP19) oleosin; glycine-rich protein 19 (GRP19) PMID:11431566 
0.823029 AT1G22015 galactosyltransferase family protein contains Pfam profile: PF01762 galactosyltransferase 
0.818431 AT3G20450 expressed protein  
0.817822 AT2G19060 
GDSL-motif lipase/hydrolase family protein similar to family II lipases EXL6 GI:15054390, EXL1 GI:15054382, EXL2 GI:15054384 from 
[Arabidopsis thaliana]; contains Pfam profile PF00657: GDSL-like Lipase/Acylhydrolase 
         AT2G19070 
transferase family protein similar to anthranilate N-hydroxycinnamoyl/benzoyltransferase from Dianthus caryophyllus [gi:2239091]; contains Pfam 
profile PF02458: Transferase family 
 0.812348 AT1G23670 expressed protein contains Pfam profile PF02713: Domain of unknown function DUF220 
0.809931 AT5G48210 expressed protein  
0.808825 AT1G23250 
caleosin-related similar to calcium-binding RD20 protein [Arabidopsis thaliana] GI:10862968, caleosin GB:AAF13743 GI:6478218 from [Sesamum 
indicum] 
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Abstract 
Like  all  living  organisms,  plants  are  subjected  to  constant  changes  in  their  environment.  To 
ensure  their  continued growth and development under  these  conditions, plants activate networks 
signaling complexes  involving hormones and second messengers  including abscisic acid and calcium 
that allow  the establishment of adaptive  responses. The present work aims  to  study  two proteins 
calcium‐binding  EF‐hand  motif  in  Arabidopsis:  RD20,  a  caleosin  and  CML9,  a  divergent  form  of 
calmodulin. These two genes, rapidly and transiently induced by water stress and ABA were analyzed 
using  functional  reverse  genetics. Much  of  this work  has  been  devoted  to RD20,  a  stress‐specific 
caleosin  and  to  the  investigation  of  its  role  in  plant  responses  to  water  stress.  The  RD20  gene 
expression is limited to shoot and a strong expression occurred in the stomata. The use of a knockout 
mutant  line and over‐expressing transgenic  lines showed that RD20  is  involved  in the regulation of 
growth,  development  and  tolerance  to water  stress  conditions  through  an  alteration  of  stomatal 
movements  in  an ABA‐dependent manner.  Furthermore, RD20 exhibits  all  features  required  for  a 
peroxygenase suggesting  that RD20 contributes  to  lipid signaling via  the generation of oxylipin‐like 
compounds  and  /  or  the  development  or modification  of  the  cuticle.  Finally,  the  contribution  of 
CML9,  a  calmodulin‐like  protein  in  the  regulation  of  stomatal movements  is  presented.  Although 
cml9 mutant  lines exhibit  increased tolerance to water stress,  it was shown that CML9  is not a key 
player in regulating stomatal movements.  
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Résumé 
Afin d’assurer le maintien de leur croissance et de leur développement, les végétaux activent des 
réseaux de signalisation complexes faisant intervenir des hormones et des messagers secondaires 
dont l’acide abscissique et le calcium qui vont permettre la mise en place de réponses adaptatives. Le 
présent travail a pour objet l’étude de deux protéines de liaison au calcium à motif EF-hand chez 
Arabidopsis : RD20, une caléosine et CML9, une forme divergente de calmoduline. Ces deux gènes, 
induits de façon rapide et transitoire par un stress hydrique et par l’ABA ont fait l’objet d’une analyse 
fonctionnelle par génétique inverse. La majeure partie de ce travail, a été consacré à RD20, une 
caléosine « stress-spécifique » et à l’étude de son rôle dans les réponses des plantes au stress 
hydrique. L’expression du gène RD20 est limitée au système caulinaire et une forte expression est 
observée au niveau des stomates. L’utilisation de lignées knock-out ou sur-exprimant le gène RD20 
montre que RD20 est impliquée dans les mécanismes de croissance, de développement et de 
tolérance en conditions de stress hydrique via une altération des mouvements stomatiques ABA 
dépendante. Par ailleurs, RD20 présente toutes les caractéristiques des péroxygénases ce qui 
suggère que RD20 contribue à la signalisation lipidique via la génération de composés de type 
oxylipines et/ou à l’élaboration ou à la modification de la cuticule. Enfin, la contribution de CML9, 
une calmoduline-like protéine, à la régulation des mouvements stomatiques est présentée.  
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